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Resumen

Las infecciones sistémicas son aquellas causadas por patégenos donde el agente causal
penetra en el huésped y se esparce a organos de diferentes aparatos o sistemas. Las
infecciones conducen al prdédromo vy posterior desarrollo caracteristico de las
enfermedades. Estos sintomas caracteristicos tras un desafio inflamatorio periférico,

demuestra la comunicacion de la inflamacidén sistémica con el cerebro.

Se ha reportado extensivamente que la inflamacidén sistémica tiene consecuencias
perjudiciales en diversas funciones cerebrales, cuando la inflamacién es lo suficientemente
grave o el cerebro muestra vulnerabilidades debido a predisposicion genética,

envejecimiento o a enfermedades neurodegenerativas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las alteraciones electrofisiolégicas en neuronas
piramidales de corteza medial prefrontal de ratén, veinticuatro horas posteriores a una
infeccion aguda ocasionada por LPS. Dando como resultados cambios significativos en
diferentes parametros intrinsecos de la neurona, asi como cambios en la excitabilidad
neuronal, al aumentar transitoriamente del nimero de potenciales de accion para su
posterior adaptacion o silenciamiento, con protocolos de disparo prolongado. En
conclusién, nuestros resultados muestran cambios en las propiedades intrinsecas de la
membrana celular en los animales administrados con LPS, asi como cambios en la
excitabilidad neuronal, los cuales podrian estar mediados por conductancias de activacion

tardia.



Abstact

Systemic infections are those caused by pathogens whose causative agent penetrates the
host and spreads to organs in different apparatus or systems. Infections lead to the
prodrome and the subsequent development of diseases. These characteristic symptoms
following a peripheral inflammatory challenge demonstrate the communication of systemic

inflammation with the brain.

Systemic inflammation has been extensively reported to have detrimental consequences
on various brain functions, when the inflammation is severe enough or the brain shows

vulnerabilities due to genetic predisposition, aging or neurodegenerative diseases.

The aim of the present work was to evaluate the electrophysiological alterations in
prefrontal medial cortex pyramidal neurons of mice, twenty-four hours after an acute
infection caused by LPS. Resulting in significant changes in different intrinsic parameters of
the neuron, as well as changes in neuronal excitability, by temporarily increasing the
number of action potentials for subsequent adaptation or silencing, with extended trigger
protocols. In conclusion, our results show changes in intrinsic cell membrane properties in
animals administered with LPS, as well as changes in neuronal excitability, which could be

mediated by late activation conductance’s.
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1. Neuroinflamacion

1.1 Sistema inmunoldgico e inflamacién

El sistema inmunoldgico se define como el conjunto de células y drganos encargados de
proteger al organismo contra infecciones y otras enfermedades (van Aerde y Feldmeyer,
2015); ademas, contribuye con la homeostasis al contener o eliminar amenazas a la
integridad del organismo (Hagen y Derudder, 2019). De acuerdo con el tipo de respuesta
del huésped ante alguna etiologia, las respuestas inmunoldgicas se dividen en innatas y
adaptativas. Mientras que la primera evoluciona a partir de un linaje mieloide, la segunda
tiene un origen linfoide (Abbas et al., 2018). La respuesta inmune innata es rdpida y
consisten en la activacion y participacion de mecanismos preexistentes, incluidas las
barreras naturales (piel y mucosa), células fagociticas y otras células linfociticas innatas. La
respuesta inmune adaptativa es lenta y se dirige contra un microorganismo o antigeno
especifico previamente reconocido (Aristizabal y Gonzalez, 2013). La inmunidad innata esta
codificada en la linea germinal, sus receptores no son clénicos, lo que da lugar a una mayor
capacidad para reconocer una amplia gama de patrones moleculares asociados a patégenos
(Pathogen-associated molecular pattern, por sus siglas en inglés, PAMPs) tales como virus
y bacterias (Janeway et al., 2001; Dustin, 2012; Janeway y Medzhitov, 2002). De la misma
manera el sistema inmunoldgico es capaz de distinguir entre células sanas y células daninas
(células dafiadas por agentes no infecciosos) mediante el reconocimiento de moléculas
enddgenas liberadas por las células danadas mediante patrones moleculares asociados a
dano (Damage-associated molecular pattern, por sus siglas en inglés, DAMPs). La
inmunidad innata es la primera en responder ante alguna agresién o infecciéon. Cuando el
organismo reconoce alguna infeccion, el sistema inmune utiliza citocinas y quimiocinas para
inducir respuestas inflamatorias que promueven la entrada de anticuerpos vy linfocitos

efectores al sitio de infeccién (Abbas et al., 2018; Justiz Vaillant y Jan, 2019).

La inflamacidn es un tipo de respuesta producida por estimulos y afecciones nocivas, como
infecciones y lesiones tisulares (Medzhitov, 2008). Por su tipo de respuesta y duracion la

inflamacién puede dividirse en 1) inflamacion aguda y 2) inflamacion crénica. La primera se



caracteriza por desencadenar respuestas graves y rapidas las cuales duran solo algunos dias.
La segunda se caracteriza por ser lenta y con periodos prolongados que puede durar varios

meses o inclusive afios (Fleit, 2014).

Los procesos inflamatorios pueden ser inducidos por PAMPs presentes en diferentes
patdgenos, tales como el LPS, un componente de la pared celular de bacterias Gram
negativas (Lopes, 2016; da Cunha Franceschi et al., 2017). La accién inflamatoria del LPS es
crucial para frenar las infecciones bacterianas, pero las respuestas excesivas del huésped al

LPS pueden provocar afecciones inflamatorias sistémicas (Ptéciennikowska et al., 2015).

Los eventos inflamatorios sistémicos como sepsis, periodontitis, infecciones, fracturas
dseas y traumatismos postoperatorios pueden dar lugar a altos niveles sostenidos de
citocinas proinflamatorias circulantes y han sido asociados con un deterioro cognitivo a
largo plazo (Sheppard et al., 2019). En este sentido, se ha observado que la inflamacién
sistémica exacerba los procesos de algunas enfermedades neurodegenerativas tales como
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la

esclerosis multiple y la esclerosis lateral amiotrofica (Qin et al., 2007; Sheppard et al., 2019).

1.1.1 Lipopolisacarido

En 1892, Richard Pfeiffer definié por primera vez la endotoxina como una sustancia téxica
estable al calor que se liberaba al romper las envolturas microbianas (Sampath, 2018). El
LPS es una endotoxina presente en la membrana externa de las bacterias Gram negativas
(Lopes, 2016; Cochet y Peri, 2017). La estructura general del LPS consta de lipidos y

carbohidratos, por ello se nombran como “Lipopolisacdridos” (Erridge et al., 2002).



El LPS consta de tres fracciones principales: una porcién de glucolipido llamada lipido A, el
oligosacarido central, y una regién antigeno O (figura 1) (Cochet y Peri, 2017). El lipido A es
el componente hidrofilico, es la porcidon de anclaje a la membrana y esta asociado con la
toxicidad de este componente. La regidon O es hidrofilica, compuesta por un polimero de
unidades repetidas que consta de 1 a 8 residuos glicosidicos altamente variable entre
especias bacterianas. La region O esta directamente relacionada con la inmunogenicidad
(Lu et al., 2008; Sampath, 2018). El oligosacarido central esta compuesto por una serie corta
de aproximadamente 10 a 15 glicidos, media la unién de los linfocitos T activados y es
esencial para las propiedades de permeabilidad de la membrana (Moran, 2001; Erridge et
al., 2002; Cochet y Peri, 2017). En cada cepa bacteriana, la estructura del lipido A estd
altamente conservada, mientras que la del nicleo de oligosacdrido y la regidon O puede ser

muy variables.

Antigeno O Cere Lipido A
k & I g
O = 2o Ry
Q}ﬁ}:% O Mf‘»f/f»é;m%m
e, i
Unidad
repetitiva

O @ . Monosacdridos  « Fosfato ~~ Etanociamina
~mmmm Cadena larga de dcidos grasos

Figura 1 Representacion esquemadtica de los tres dominios principales de la
molécula LPS (modificado de Moran, 2001).

El LPS estimula las respuestas inmunes y mejora las reacciones inmunes celulares (Sampath,
2018). Sin embargo, puede inducir inflamacién sistémica y sepsis si se producen sefiales

excesivas (Lu et al., 2008; Skelly et al., 2013; da Cunha Franceschi et al., 2017).

El LPS desencadena respuestas inflamatorias sobre las células de mamiferos a través de los
receptores para LPS, es decir, CD14-MD2 (proteina de diferenciacién mieloide-2) -TLR4
(receptor tipo Toll 4), moléculas CD11 / CD18 y receptores captadores para moléculas

lipidicas) (Lu et al., 2008; Wang et al., 2009). La principal via de interacciéon y la mas

3



estudiada del LPS, es su unidn con el receptor TLR4 la cual conduce a la activacion del factor
nuclear kapa-B (NF-kB). Lo anterior desencadena la liberaciéon de citocinas proinflamatorias

y por lo tanto a procesos inflamatorios.

1.2 Lipopolisacarido y neuroinflamacion
La neuroinflamacién y, en general todo tipo de inflamacién es una respuesta inmune
fundamental para resguardar el organismo ante algun dafio. Este tipo de respuesta surge

de fuentes tanto enddgenas como exdgenas (Cherry et al., 2014).

En general la neuroinflamacién es una respuesta que involucra a todos las células presentes
dentro del sistema nervioso central (SNC), incluidas las neuronas, macroglia y microglia
(Schain y Kreisl, 2017). La activacién de la microglia es el componente principal de la
neuroinflamacién en el SNCy esta representa la primera linea de defensa cuando existe una

lesién o enfermedad (Tang y Le, 2016).

El LPS periférico puede inducir neuroinflamacién indirectamente mediante varias vias
neuronales y humorales tales como: por el estado de la actividad neuronal y la
permeabilidad barrera hematoencefalica, que posteriormente induce liberacion de
citocinas dentro del cerebro o, recluta células inmunes; y la activaciéon por los receptores
TLR de drganos circunventriculares (Brown, 2019; Sheppard et al., 2019). La propuesta que
la inflamacion fuera del SNC aumenta la sefalizacion inflamatoria dentro del SNC,
promoviendo la activacion de microglia y su transicién a un estado activo M1 (Schain y

Kreisl, 2017).

La respuesta inmune M1 de la microglia desencadena la neuroinflamacion por la activacién
del receptor TLR4 que se expresa en microglia y astrocitos en el SNC (Shabab et al., 2017).
Lo anterior a través PAMPs o proteinas intracelulares liberadas de las neuronas dafiadas
(Hoogland et al., 2015). El TLR4 al reconocer la molécula de LPS se une secuencialmente a
la proteina de unién a lipidos (LBP), al grupo de diferenciacion 14 (CD14), y finalmente al
factor de diferenciacion mieloide 2 (MD-2), promoviendo la formacion del receptor
multimérico (TLR4 / MD-2 LPS) en la membrana plasmatica (Sestito et al., 2017). Lo anterior

inicia la respuesta primaria de MyD88 dependiente de sefializacién intracelular (Cochet y
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Figura 2 Activacion de la sefializacion inmune por lipopolisacdrido
bacteriano (LPS). El LPS de la pared celular de las bacterias
Gramnegativas estd unido a la molécula de reconocimiento de
patrén Toll-like receptor 4 (TLR4) junto con el receptor de superficie
celular CD14. La unidn de LPS conduce al reclutamiento de las
proteinas adaptadoras MyD88 e IRAK al dominio citoplasmdtico de

Peri, 2017). Tras la estimulacidon con
LPS, MyD88 recluta y activa la cinasa 4
asociada al receptor de IL-1 (IRAK-4), la
cual recluta y activa IRAK-1 para formar
un complejo multimolecular (Lu et al.,
2008). Este complejo multimolecular
fosforila a la proteina adaptadora
TRAF6, que a su vez forma un complejo
con UBC13 y UEV1A y activa TAK1.
Posteriormente TAK1 fosforila a IKK.
IKKa, IKKB e IKKy forman un complejoy
fosforilan las proteinas IkB, lo cual
conduce a su degradacién y a la
posterior translocacion al nucleo del

factor de transcripcién NF-kB (Varki et

al., 2015; Varki et al, 2015; Brown,

TLR4. Este complejo inicia una cascada de sefializacion de eventos
de fosforilacion a través de TRAF6 y la cinasa IkK. Finalmente, IkK
fosforila a IkB, un inhibidor unido al factor de transcripcion NF-kB.
El IkB fosforilado se degrada, liberando NF-kB, que migra al nucleo
donde activa la transcripcion de genes proinflamatorios
(modificado de Varki,et all 2015

2019). La translocacién de NF-kB al
nucleo de la célula, conduce a la
activacion de genes proinflamatorios
como: el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e IL-10, iNOS y COX-2 (Lu
et al., 2008; Ptdciennikowska et al., 2015; Shabab et al., 2017; Brown, 2019).

1.2.1 Astrocitos

Los astrocitos son la poblacion mas grande de la macroglia dentro del SNC. De origen
ectodérmico y neuroepitelial son esencial para el desarrollo normal y homeostasis
fisiolégicas dentro del SNC (Neal y Richardson, 2018; Verkhratsky y Nedergaard, 2018).
Ademas, su apariencia morfolégica es altamente heterogénea. Expresan una multitud de
receptores, canales y transportadores de membrana. En condiciones fisiolégicas participan
en la formacidn de sinapsis en el desarrollo, la poda neuronal a través de multiples factores

y el contacto directo con la sinapsis. Ademas, tienen un rol importante en la transmisién



glial y la sefalizacién a través de la liberacién y la captura de Ca2+ (Verkhratsky y
Nedergaard, 2018; Neal y Richardson, 2018). Los astrocitos también desempefian un papel
en el mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefalica, al formar pies
terminales astrociticos alrededor de las células endoteliales, contribuyendo asi al
mantenimiento de esta (Karve et al., 2016). Lo anterior posiciona a los astrocitos como el

conducto principal para las interacciones neurona-glia.

Un aumento en la reactividad de los astrocitos en respuesta a la lesiéon o infeccién se
denomina astrogliosis. La astrogliosis puede ocasionar una morfologia hipertréfica, lo que
implica la extension de los procesos inflamatorios de los cuerpos celulares (Karve et al.,
2016). Los astrocitos reactivos aumentan el tamafio de su cuerpo celular y el grosor de los
procesos astrociticos (Chun y Lee, 2018). Esta respuesta implica cambios en la morfologia
de las proteinas del filamento intermedio, la proteina dacida fibrilar glial (GFAP) y la
vimentina; ademas de proliferacién y secrecion de mediadores inflamatorios y factores de

crecimiento (Karve et al., 2016; Neal y Richardson, 2018).

La astrogliosis es una reaccién compleja, de multiples etapas y especifica de la patologia
generalmente dirigida a la neuroproteccion y recuperacién del tejido neural (Heneka et al.,
2015; Verkhratsky y Nedergaard, 2018). La astrogliosis puede ser inducida, regulada o
modulada por una amplia variedad de moléculas extracelulares como proteinas séricas,
citocinas u hormonas esteroides que son producidas por células fuera del SNC, incluidas las
endotoxinas microbianas, como el LPS (Sofroniew, 2015). Su proliferacion difiere segun el
grado de reactividad: los astrocitos con alta reactividad, también llamados A1, tienen una
mayor proliferacién, presentan hipertrofia celular y estan ocasionados a infecciones,
lesiones graves y neurodegeneracion. Mientras que los astrocitos levemente reactivos no
proliferan en regiones distantes del sitio de la lesidn, generalmente se asocia con traumas

leves no penetrantes y no contusivos (Anderson et al., 2014; Chun y Lee, 2018).

Los astrocitos reactivos reaccionan a desencadenantes moleculares especificos, los cuales
pueden afectar la funcidn neuronal a través de la regulacion baja de glutamina sintasa
asociada con corrientes sinapticas inhibitorias reducidas en las neuronas locales (Ortinski et
al., 2010), el aumento de la expresién de xCT ( Slc7all), un transportador de cisteina-
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glutamato asociado con una mayor sefializacion de glutamato (Jackman et al., 2010), y
cambios en la expresion de multiples GPCR y proteinas G y sefializacion de calcio evocada

por sus ligandos (Hamby et al., 2012).

1.2.2 Microglia

La microglia son células inmunes innatas residentes del SNC y representan
aproximadamente el 10% de las células dentro del SNC, siendo los fagocitos mononucleares
mas abundantes dentro del cerebro (Schain y Kreisl, 2017). Se originan a partir de
progenitores mieloides de manera tempranos en el saco vitelino embrionario (Wolf et al.,
2017). Posteriormente, en el desarrollo migran al tubo neural donde proliferan, colonizan
el parénquima y subsisten a lo largo de la vida del organismo. Ademas, son capaces de
autorrenovarse independientemente de las células madre hematopoyéticas (Wolf et al.,

2017; Hickman et al., 2018).

En condiciones fisioldgicas, la microglia media una variedad de funciones cerebrales como
la homeostasis, poda neuronal y remodelacién sinaptica (Waisman et al., 2015; Ho, 2019).
Ademas, la microglia es responsable de la fagocitosis, eliminacién y secrecién de factores
solubles como: citocinas, quimioatrayentes y factores neurotrépicos que contribuyen a
varios aspectos de la respuesta inmune y reparacion de tejidos en el SNC (Colonna vy

Butovsky, 2017).

La microglia puede encontrarse en dos estados principales distinguibles por su morfologia,
en reposo (ramificada) tiene multiples ramas que se extienden desde los somas vy
terminaciones bulbosas. En su forma activada (amoeboide) los cuerpos celulares se
agrandan mientras que los procesos celulares se acortan y cubren dreas mas limitadas
(Colonnay Butovsky, 2017). Las microglias no responden de forma aislada, sino que forman
parte de redes complejas de células que se influyen entre si, estan en movimiento continuo,
sobresaliendo y retrayéndose para cubrir largas distancias y examinar grandes areas del

cerebro (Kabba et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3 Activacion de la microglia. La microglia es activada por diversos estimulos que definen el estado

de polarizacion de la célula. Mientras que el IFN-y / LPS promueven el estado proinflamatorio M1, IL-4 / IL-
10 o TGF-8 inducen el estado antiinflamatorio.

Se ha demostrado que la microglia esta involucrada en la vigilancia ambiental, una vez que
encuentra una sustancia que percibe como extrafa o indicativa de dafo, entra en un estado
“activado” e inicia respuestas que dan como resultado, la inflamaciéon (Cherry et al., 2014).
Estas células, pueden activarse en fenotipos proinflamatorios M1 o antiinflamatorios M2

mediante estimulos apropiados (Wolf et al., 2017; Kabba et al., 2018).

Activacion a estado M1

La activacion de la microglia a suforma M1 ocurre al activarse los TLR de su superficie celular
a través de PAMPs o proteinas intracelulares liberadas de las neuronas dafiadas. De igual
manera el estado M1 puede activarse por el complemento 1q (C1q) y el ATP liberados por
los astrocitos en respuesta a la lesién neuronal (Hoogland et al., 2015). Los efectos
funcionales de la forma M1 estan orientados hacia la presentacién de antigenos y la
destruccién de patdgenos intracelulares (Cherry et al., 2014). La microglia M1 produce
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-23, IL-12, CCL2, IFNy e
iNOS (Goldmann y Prinz, 2013; Colonna y Butovsky, 2017). Por lo tanto, el estado M1 induce
inflamacién y neurotoxicidad, y ha sido relacionado con procesos de neurodegeneracion

(Nayak et al., 2014).



Activacion a estado M2

El estado M2 de la microglia, puede identificarse por la expresion de mediadores o
receptores con la capacidad de regular, reparar o proteger el cuerpo de la inflamacién

(Cherry et al., 2014).

La activacidn a la forma M2 de la microglia puede ser inducida por: IL-4, IL-13, IL-10, la
ligadura de receptores Fc por inmunocomplejos o por células apoptdticas. La activacion de
M2 promueve la liberacién de citocinas antiinflamatorias, como IL-10 y TGF-B, e induce la
arginasa 1. De la misma manera, M2 secreta factores de crecimiento como IGF-I, FGF y CSF1,
asi como factores neurotréficos como NGF, BDNF, neurotrdéfica 4/5 y factor neurotrdfico
derivado de células gliales (GDNF) (Goldmann y Prinz, 2013; Yin et al.,, 2017; Colonna y
Butovsky, 2017). El estado M2 se ha sido relacionado con la reparacion de tejidos y la

cicatrizacion de heridas.

La interaccién de la microglia con los astrocitos estd implicada en la homeostasis, la
inflamacién y posiblemente la neurodegeneracién (Figura 4). Un desbalance en la activacion

de la microglia puede provocar neuroinflamacion y lesiones al SNC (Hickman et al., 2018).

Diversos estudios sugieren que la activacion de la microglia esta implicada en diferentes
enfermedades neurodegenerativas, tales como, Parkinson, Alzheimer, esclerosis multiple,
entre otras (Schain y Kreisl, 2017; Colonna y Butovsky, 2017; Ho, 2019). También se ha
observado su participacién en enfermedades por priones (Hickman et al., 2018), y algunos
padecimientos psiquidtricos como depresion, esquizofrenia, entre otros (Dantzer et al.,

2008; Brites y Fernandes, 2015; Fulenwider et al., 2018).

Se sabe poco sobre cdmo los factores proinflamatorios derivados de la microglia influyen
en el equilibrio de los aportes excitadores e inhibidores en el cerebro. Sin embargo, distintas
lineas de evidencia sugieren firmemente que estos factores estan fuertemente involucrados
en el control de la fisiologia neuronal, incluyendo la fuerza de la transmision glutamatérgica
y GABAérgica (Chugh et al., 2013; Riazi et al., 2015), la induccién de la potenciacion a largo

plazo (Riazi et al., 2015), depresién (Jingfei Zhang et al., 2014) y el control de diferentes



cascadas de sefiales en diversos tipos neuronales del SNC (Blank y Prinz, 2013; Kettenmann

et al,, 2013).

Inflamacién sistemica
Infeccién, enfermedades crénicas, sepsis

Transporte de citocinas y
sefializacion a través de la
barrera hematoencefalica

Senalizacion de citocinas en
organos circunventriculares

Transporte de

citocinas  Liberacion de @G
citocinas
Activaciép de astrocitos La senalizacion del nervio vago

inducida por citocinas induce la
activacion de celulasinmunes

La activacion prolongada de M1y A1 causa:
-Fagocitosis de sinapsis mediada por el complemento
-Hiperfosforilacion de la via p38 MAPK, GSK3-b,Cdk5
-Dafo neuronal

Neurona

Figura 4 Inflamacion sistémica, neuroinflamacion y vias especificas. Inflamacion sistémica,
neuroinflamacion y sus vias asociadas. La inflamacion sistémica, causada por eventos como
infeccion, enfermedad cronica y sepsis, se caracteriza por un aumento de las citocinas
proinflamatorias circulantes (por ejemplo, IL-18, IL-6, TNF-a e IL-18). Estas citocinas pueden
enviar sefiales al sistema nervioso central y cruzar la barrera hematoencefdlica, a través de la
barrera glial en drganos circunventriculares como el drea postrema y estimulando el nervio vago
para inducir la sefializacion dentro del cerebro. Ademds, estas citocinas pueden unirse a los
receptores de las células endoteliales y causar una cascada de sefializacion en tres direcciones:
liberacion de citocinas en el torrente sanguineo, apertura de uniones estrechas entre las células
endoteliales y liberacion de citocinas en el cerebro. Las citocinas proinflamatorias y las
endotoxinas en la periferia también pueden estimular el nervio vago, que se comunica a través
de la formacion reticular medular, el locus coereleus y el hipotdlamo para estimular el eje
hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (HPA) (Modificado de Walker et al., 2019).
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1.2.3 Mediadores inflamatorios

Los mediadores proinflamatorios pueden ser de origen plasmatico o celular, y estdn
encargados de regular la respuesta inicial ante alguna infeccion o agresién al organismo. En
procesos neuroinflamatorios, la microglia y astrocitos son posiblemente la principal fuente
de citocinas dentro del SNC. Las citocinas contribuyen en la mayoria de los aspectos de
neuroinflamacion, incluidos los procesos pro y antiinflamatorios, las lesiones neuronales y

la quimioatraccién (Heneka et al., 2015).

Las citocinas y las quimiocinas son pequefias moléculas de sefializacion secretadas
importantes para la comunicacion inter e intracelular durante la inflamacién, infeccién y/o
alteraciones inmunolédgicas. Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, producidas
y secretadas por muchos tipos celulares diferentes que median las reacciones inflamatorias
e inmunitarias. Las citocinas tienen actividades pleiotrépicas que pueden desencadenar
varias respuestas celulares segun el tipo de célula, el momento y el entorno molecular. Estas
regulan la intensidad y duracion de la respuesta inmunitaria al ejercer diversos efectos
sobre linfocitos y otras células inmunitarias que expresan el receptor apropiado (Janeway

et al., 2001; Cameron y Kelvin, 2013; Abbas et al., 2018)

Las quimiocinas son una familia de citocinas de masa molecular baja con una estructura
homologa que estimulan la quimiotaxia del leucocito. Ademas, regulan la migracién de los
leucocitos desde la sangre a los tejidos mediante la activacion de las integrinas del leucocito.
También mantienen la organizacién espacial de diferentes subgrupos de linfocitos y células

presentadoras de antigenos dentro de los érganos linfaticos.

Ademas de la inflamacidn, las citocinas generalmente funcionan como mediadores de la
comunicacidon celular y desempenan un papel fundamental durante el desarrollo
embrionario, asi como el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos en el organismo

maduro (Evilsizor et al., 2015).

Algunas de las citocinas y quimiocinas participantes en procesos neuroinflamatorios se

muestran en la tabla 1 (Janeway et al., 2001; Cameron y Kelvin, 2013; Evilsizor et al., 2015).
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Tabla 1. Funciones de algunas citocinas participantes en procesos neuroinflamatorios

Citocina

Célula secretora

Funcidn

Interleucina 1-8 (IL-1B)

Monocitos, macréfagos, células
endoteliales, células epiteliales,
células gliales.

Fiebre, activacion de células T,
activacion de macréfagos

Factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a)

Macrdéfagos, monocitos,
neutrdfilos, células T activadas y
células NK.

Inflamacion local, activacion
endotelial

Interleucina-6 (IL-6)

Macréfagos, células endoteliales
y células Th2

Crecimiento y diferenciacion de
células T7 y B7, produccidn de
proteinas en fase aguda, fiebre.

Interleucina-12 (IL-12)

Macréfagos, células dendriticas.

Activa las células NK, induce la
diferenciacion de células Tcps a
células similares a TH1

Interleucina-10 (IL-10)

Células T, macréfagos, células B

Potente supresor de funciones de
macrofagos

Factor de crecimiento
transformante B (TGF-B)

Células T, macréfagos, otros
tipos de células.

Inhibe el crecimiento celular,
antiinflamatorio induce la
secrecion de IgA.

Proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1) o CCL2

Puede ser producida por
multiples tipos de células,
incluidos fibroblastos,
macrofagos, linfocitos,
astrocitos, mastocitos, células
endoteliales y osteoblastos

Quimioatrayente de monocitos,
células T de memoria y células
asesinas naturales (NK).

2. Corteza prefrontal

La corteza prefrontal (PFC) es una de las ultimas estructuras cerebrales en completar su
desarrollo y maduracidn. La corteza prefrontal recibe proyecciones de una gran variedad de
asociaciones sensoriales y cortezas polimodales; tiene fuertes conexiones con el talamo, los
ganglios basales, el hipotdlamo, la amigdala, el hipocampo y las cortezas de asociacion de

los I6bulos temporal y parietal (Fuster, 2001; Barbas, 2009).

Topograficamente la PFC se puede divide en tres regiones distintas: regién dorsolateral,

medial y orbital (Uylings et al., 2003). Las regiones orbital y medial estan involucradas en el
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comportamiento emocional. La regidn lateral esta involucrada en la organizacion temporal

de la conducta (Fuster, 2001).

Diversos estudios han vinculado a la corteza media prefrontal (mPFC) en diferentes
procesos, tales como: la toma de decisiones, incluida la vigilancia de conflictos, deteccién
de errores, control ejecutivo, y toma de decisiones sobre riesgo y recompensa (Heidbreder
y Groenewegen, 2003; Bedwell et al., 2017). Ademas, esta area ha sido ampliamente
estudiada por su relacion con el circuito de recompensa (Euston et al., 2012) y su vinculo
con la recuperacion o extincién de memoria en tareas de miedo condicionado (Marek et al.,

2013).

La mPFC se divide en las regiones prelimbica (PL), infralimbica (IL) y cingulada anterior
(Bedwell et al., 2017). Las porciones PL e IL estan estar relacionadas con la extincién del
miedo condicionado, aumento del comportamiento tipo ansiedad y aumento en la

taquicardia a un estimulo condicionado (Fuster, 2008).

La mPFC recibe proyecciones de sistemas de neurotransmisores moduladores, que incluyen
proyecciones colinérgicas del prosencéfalo, proyecciones noradrenérgicas del locus
coereleus, proyecciones dopaminérgicas de la sustancia nigra / area tegmental ventral y
proyecciones serotoninérgicas de los nucleos del rafe (figura 5) (Fuster, 2001; Euston et al.,

2012).

La poblacién neuronal de la mPFC la conforman neuronas piramidales e interneuronas
GABAérgicas y colinérgicas. Las neuronas piramidales con proyecciones glutamatérgicas
representan aproximadamente el 75—-80% vy las interneuronas GABAérgicas de circuito local
representan un ~20-25% del total de la poblacidn neuronal en la mPFC (Santana y Artigas,
2017). Las neuronas piramidales son consideradas las principales neuronas de excitacion
primaria de la corteza prefrontal (Degenetais et al., 2002). Estan ubicadas en las capas
infragranulares y participan en numerosas funciones, entre ellas, el control de la conducta
(Degenetais et al.,, 2002; Nevian et al., 2007). Ademas, por sus caracteristicas
electrofisiolégicas, las neuronas piramidales se agrupan de la siguiente manera: neuronas

de disparo regular (regular spiking, RS por sus siglas en inglés) caracterizadas por disparar
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trenes de PAs. Neuronas de disparo intrinseco (intrinsic bursting, |B) se caracterizan por

disparar rafagas de PAs (Degenetais et al., 2002; Hattox y Nelson, 2007).

El circuito cortical de la corteza medial prefrontal consta de seis capas que estan descritas

en la tabla 2.

Areas olfativas Corteza prefrontal
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Figura 5 Conexiones anatomicas principales de la mPFC ventral. Las flechas indican direccionalidad de la conexion
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Tabla 2 Organizacion histolégica de capas moleculares en corteza prefrontal.

Nombre de capa Poblacion celular Areas de proyeccién

I Molecular Las células son escasas, solo Area receptora de aferencias del talamo vy las
estan representadas por unas neuronas monoaminérgicas del tronco
pocas células “horizontales” encefalico.

dispersas.

Il Granular externa Consiste en pequefias células Area receptora de aferencias corticales
piramidales 'y células no
piramidales.

Il Piramidal externa Pequenas células piramidales Fibras de asociacidn cortical y callosa

IV Granular interna Células granulares espinosas Aferencias taldmicas

V Piramidal interna Células piramidales de mayor Fibras eferentes que se proyectan hacia el
tamafio tronco encefalico y medula espinal.

VI Multiforme Varios tipos de células Algunas neuronas proyectan al talamo

2.1 Propiedades intrinsecas de las neuronas

El término “propiedades eléctricas intrinsecas” o “excitabilidad intrinseca” abarca las
caracteristicas pasivas y activas de la membrana. Ademads, designa aquellas propiedades de
membrana que dotan a una célula de la capacidad de dar forma a los estimulos entrantes y
disparar o mantener oscilaciones subumbrales (Llinds, 2014). La plasticidad en la
excitabilidad intrinseca puede desempeiiar multiples funciones importantes en procesos de
aprendizaje y memoria y las alteraciones en la excitabilidad intrinseca pueden influir en

diversas patologias (Schulz, 2006).

La excitabilidad neuronal depende del conjunto de canales idnicos presentes en la
membrana celular, asi como de las propiedades bioquimicas y la cinética de dichos canales
(Schulz, 2006). Los canales idnicos son proteinas de membrana los cuales pueden ser
activados por voltaje, estimulos quimicos y propagacién pasiva de oscilaciones neuronales.
Los canales idnicos activados por voltaje permiten a las células nerviosas conducir un
impulso eléctrico gracias a tres de sus propiedades: (1) abrirse en respuesta a cambios en
el potencial de membrana; (2) posterior cierre e inactivacion del canal; y (3) selectividad

especifica.

2.1.1 Potencial de membrana

El potencial de membrana se refiere a la separaciéon de cargas existente a través de la

membrana plasmatica. En reposo, la membrana es mucho mas permeable a los iones K*
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que, a otros iones, como sodio Na* y cloro ClI'. La separacion de carga da lugar a una
diferencia de potencial eléctrico denominado potencial de membrana. Estos potenciales se
generan gracias a las siguientes caracteristicas de las membranas (1) diferencias en las
concentraciones de iones especificos a través de ella, y (2) las membranas son

selectivamente permeables a algunos de estos iones (Cardinali, 1993; Purves et al., 2003).

Tabla 3. Tipos de canales ionicos

Tipo Caracteristicas
Pasivos
K* Abiertos en reposo
cr Abiertos en reposo
Na* Abiertos en reposo
Activos
Na* regulados por voltaje Se abren por despolarizacién y con inactivacion
rapida; son bloqueados con TTX
K* “A” (o temprano) Se abren por despolarizacién de la membrana:
inactivacion rapida; son bloqueados por 4AP
K* rectificador lento Se abre lentamente por despolarizacién; son
bloqueados por TEA y 4AP
K* rectificador entrante Se abren por hiperpolarizacién; se bloquean con Ca?*
y Ba?*
K* “M” La despolarizaciéon los abre lentamente y la
acetilcolina y otros neurotransmisores lo cierran.
K* activado por Ca?* Abierto por incremento de Ca?* libre en el citoplasma.
Ca?* dependientes de voltaje Se clasifican en dos categorias: canales de Ca®* de bajo

y de alto umbral.

2.1.2 Potencial de accién

Se denomina potencial de accién a la secuencia rapida de cambios en el voltaje a través de
la membrana. Los potenciales de accién son eventos eléctricos de tipo todo o nada y
constan de tres etapas principales: despolarizacion, repolarizacién e hiperpolarizacion

(figura 6) (Stuart et al., 1997; Kulbacka et al., 2017; Grider y Glaubensklee, 2019).

Despolarizacion. Se conoce como despolarizacidn al cambio en el potencial de una célula en
reposo, lo que resulta en un potencial de membrana menos negativo. Esta despolarizacion
estd determinada por la entrada de iones Na*al interior de la célula a través de canales de
sodio activados por voltaje. Esta entrada de Na* al interior de la célula conduce a una mayor

despolarizacion, debido al aumento de cargas positivas (+).
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Repolarizacion. En esta fase, se abren los canales de potasio activados por voltaje y
simultdneamente se inactivan los canales de sodio dependientes de voltaje. Este
movimiento reduce el influjo de iones Na* al interior de la célula. El flujo de iones de K* hacia
fuera de la célula da como resultado una disminucién gradual de la positividad del potencial

de membrana, La pérdida de las cargas positivas al interior de la neurona facilitan el inicio

de la hiperpolarizacién.

Hiperpolarizacion. Esta etapa representa la fase final del ciclo de membranal dependiente
de voltaje. Se conoce como hiperpolarizacidn al cambio en el potencial de membrana hacia
un estado mas negativo. Esto ocurre cuando los iones de K* fluyen hacia afuera de la

membrana, haciendo mas negativo el interior de la célula.

+30mV - Exterior Exterior
- Puertas de sodio Puerta de potasio
cerradas permanece abierta
Exterior
0
Exterior
+
4 K™y
-=—==D—.‘
B . .. +
Despolarizacién Na™ Na* Amb d
Puerta de potasio mbas puertas de
- Exterior permanece abierta potasio y sodio
cerradas al potencial
de reposo
Repolarizacién Exterior
S5 mV——— e
Potencial \Na— Na” K
de reposo
-70mV — — e ———————— -
i Hiperpolarizacion
0mv Exterior Exterior Exterior
’:ft'"; — [ Na'f = Bomba activa
Prta | potasio. | =, de sodio y
de 3040 cerrady } .
| |lcemds [N g potasio
[ K* ( K +

Canal de fuga de potasio

Figura 6 Fases del potencial de accion. El potencial de accién consta de tres fases
(1) depolarizacion, (2) repolarizacion e (3) hiperpolarizacion. La primera fase es
caracterizada por el aumento en la permeabilidad membranal al Na*. La segunda
por el cierre de los canales de Na* y la apertura paulatina de los canales de K* que
conduce a una hiperpolarizacién Fuente de la imagen: http://hyperphysics.phy-
astr.gsu.edu Georgia State University..
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2.1.3 Propiedades pasivas

Las propiedades pasivas determinan la extension espacial de la propagacién y el curso
temporal generados por una respuesta sindptica subumbral, y también determina la
velocidad de propagacion de las respuestas activas supraumbrales (potenciales de accion).
Las propiedades pasivas son determinantes para que un potencial sinaptico generado en
una dendrita induzca una despolarizaciéon subumbral en la zona de descarga del cono
axonico. Ademas, las propiedades eléctricas pasivas de la membrana son aquellas que no
cambian durante la generacién de sefiales (Kulbacka et al., 2017). Existen tres elementos
determinantes de las propiedades eléctricas pasivas: (1) la capacitancia de la membrana,
(2) la resistencia eléctrica de la membrana y (3) la resistencia axial intracelular (Cardinali,
1993). A continuacién, se definirdn algunos conceptos relacionados con las propiedades

pasivas de las membranas excitables (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).

Condensador: La membrana plasmatica es una barrera aislante entre dos medios
conductores con diferentes concentraciones de iones: el citoplasma y el espacio
extracelular. Por esta razdn, se considera como un condensador, que mantiene una

diferencia de potencial entre dos superficies.

Capacitancia: Es una medida de la cantidad de energia eléctrica almacenada por una
diferencia de cargas. La capacitancia en una célula excitable es definida como la capacidad

por unidad de superficie de membrana (C/A) y su unidad es Faradio/unidad de area.

Resistencia: Es la dificultad con la que se mueven las cargas eléctricas en un conductor. Sus

unidades son expresadas en ohm (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).

Conductancia: Propiedad de membrana de las células excitables que define su
permeabilidad a los iones. Es el inverso de la resistencia (1/r). Sus unidades son

representadas en Siemens (s) (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).

Resistencia de entrada: Es la relacidn entre la corriente y el voltaje. Determina la magnitud
de la despolarizaciéon en respuesta a una corriente constante. depende de la densidad y
conductancia de los canales idnicos presentes en la membrana plasmatica. Sus unidades

son medidas en Ohm (Q) (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).
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Potencial de membrana en reposo: el potencial de membrana es la diferencia de potencial
que existe entre el interior y el exterior de una célula. En reposo los canales idnicos
activados por voltaje estan cerrados; no se mueven iones a través de ellos; este valor de
potencial de la membrana esta dado principalmente por distribucion pasiva de los iones K*.
Este potencial es normalmente expresado en Voltios (V) (Cardinali, 1993; Kulbacka et al.,

2017).

Constante de tiempo o Tau: Es el tiempo necesario para alcanzar el 63% del voltaje final. Sus

unidades son representadas en segundos (s) (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).

Potenciales electrofénicos. Cambios del potencial de membrana que no provocan la
generaciéon de potenciales de accién y se comportan como potenciales graduados que

disminuyen en el tiempo y la distancia (Cardinali, 1993; Kulbacka et al., 2017).

2.1.4 Propiedades activas

Las propiedades activas de la membrana son aquellas que cambian durante la generacién
de una sefial. Estas se originan por modificaciones de la permeabilidad iénica y dan lugar a
modificaciones en el potencial de membrana. Estas propiedades se generen cuando el
potencial de membrana alcanza un valor critico, umbral, y se abren los canales idnicos
sensibles al voltaje generando asi un potencial de accidn. A continuacién, se mencionaran
algunos conceptos importantes en las respuestas activas (Cardinali, 1993; Chen & Lui,

2019).

Excitabilidad: capacidad de la célula de reaccionar a la entrada de estimulos a través de la
produccién de impulsos eléctricos, propagados como potenciales de accidon en toda la célula

y su axon.
Potencial de inversion: El potencial de membrana en el cual la corriente es igual a cero.

Periodo refractario: El breve periodo después de la generaciéon de un potencial de accién

durante el cual un segundo potencial de accidn es dificil o imposible de obtener.
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3. Efectos de la activacidon inmune sistémica en el sistema

nervioso central

Esta bien documentado que el reto periférico con LPS ocasiona un incremento de citocinas
proinflamatorias (Cunningham, 2013; Tang y Le, 2016); dicho incremento puede persistir
durante meses (Biesmans et al., 2013). Ademas, diversos trabajos han documentado que el
desafio LPS-periférico o también nombrado sistémico, produce activacion de la microglia,
conduciendo asi a procesos de neuroinflamacion (Catorce y Gevorkian, 2016; Colonna y

Butovsky, 2017; Wolf et al., 2017; Hickman et al., 2018; Huo et al., 2018; Walker et al., 2019).

La activacion de la microglia y la liberaciéon de citocinas proinflamatorias afectan la funcién
neuronal, incluida la neurogénesis, liberacién y sintesis de neurotransmisores, trafico de
receptores de membrana que consecuentemente alteran los procesos de plasticidad
sindptica a nivel neuronal (Hoogland et al., 2015). La neuroinflamacién es comun entre
varios procesos neuropatoldgicos y se ha implicado como un mecanismo responsable de la
progresién de algunos trastornos neurodegenerativos como: la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Alzheimer y la esclerosis multiple, asi como lesién traumatica cerebral

(Liu y Hong, 2003; Brites y Fernandes, 2015).

Algunos estudios han reportado que la administracion aguda y crénica de LPS causa una
disminucion de la actividad locomotora en la prueba de campo abierto (Fischer et al., 2015;
Zhang y Xu, 2018; Zhao et al., 2019). Ademas, la administracion de LPS incrementa la
inmovilidad en la prueba de nado forzado (Li et al., 2017; Zhang y Xu, 2018). EI LPS causa un
comportamiento similar a la depresién, indicado por una disminucién del consumo de
sacarosa y una reduccién en la interaccién social (Fischer et al., 2015; Brites y Fernandes,
2015; Li et al., 2017). De manera importante, cabe resaltar que la administracion de LPS
ocasiona un deterioro en diversos procesos cognitivos, incluido un deterioro en la ejecucion
de la prueba del laberinto de agua de Morris (Fischer et al., 2015; Abareshi et al., 2016;
Abareshi et al., 2016; Abareshi et al., 2016). De la misma manera, se ha reportado una
disminucion en el peso después de la administracion de LPS (Fischer et al., 2015). Ademas,

la literatura ha documentado ampliamente que el LPS produce un incremento en los niveles
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de ARNm de marcadores asociados con la identificacién microglia (Iba-1) o astrocitos (GFAP)

(Abareshi et al., 2016; Zhao et al., 2019).

Algunos investigadores sugieren que la IL-1 y TNF-a modulan la potenciacidn a largo plazo
(LTP o Long-term potentiation por sus siglas en inglés) y los procesos de plasticidades
dependientes de glutamato (Khairova et al., 2009; Prieto y Cotman, 2017). Estos
experimentos sugieren que niveles fisiopatoldgicos de TNF-a estdn asociados con la
inhibicidn de la LTP en la regién CA1, asi como en giro dentado de hipocampo en ratas
(Khairova et al., 2009). Mientras que otros estudios realizados en ratones demostraron que
el aumento en los niveles de IL-1B suprime LTP, esto también en hipocampo (Prieto y

Cotman, 2017).

4. El uso de LPS como modelo de neuroinflamacién

La neuroinflamacién es un comun denominador entre diferentes patologias psiquidtricas y
neurodegenerativas (Rao et al., 2012; Zhao et al., 2019). Estudios epidemiolégicos indican
que el riesgo de padecer algunas de estos padecimientos, esta correlacionado
positivamente con afecciones proinflamatorias (diabetes mellitus, sindrome metabdlico,
hipercolesterolemia), asi como, infecciones periféricas acompafiadas de inflamacién
(Catorce y Gevorkian, 2016). Se ha observado en cerebros de pacientes con enfermedades
psiquiatricas y neurodegenerativas una marcada astrocitosis, activaciéon de microglia y

niveles elevados de citocinas proinflamatorias (Catorce y Gevorkian, 2016).

Por lo cual surgen diferentes modelos experimentales los cuales mimetizan procesos
neuroinflamatorios. Lo anterior con la finalidad de tener un mayor entendimiento de como
la neuroinflamacidon podria estar implicada en la generacion de cambios temporales o

duraderos que afecten a la fisiologia neuronal.

La administracién sistémica de LPS en ratones y roedores se ha convertido en un modelo
bien establecido que imita las infecciones bacterianas, lo que se denomina modelo de
endotoxemia y sus efectos pueden observarse en todo el cuerpo, incluido el cerebro, donde
induce la neuroinflamacién (Ransohoff y Brown, 2012). Los cambios asociados tras la

administracion de LPS en la morfologia de la microglia, niveles de citocinas y las alteraciones
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conductuales, pueden variar segun el tipo y dosis de administracion (aguda o crénica), la
cepa de rata o ratdn utilizada, asi como el serotipo de LPS a administrar. Por lo tanto, es

importante elegir de manera adecuada, los puntos antes mencionados.

Los modelos de endotoxemia preclinica mds “populares” utilizan ratones sujetos para este
tipo de investigacion dada la variedad de cepas facilmente disponibles, incluidas las cepas
endogdmicas, exdgenas y transgénicas. Ademas, que se ha observado que algunas cepas de
ratones tales como C57BL/6J y FVB/NL son altamente susceptibles a la exposicidn sistémica
a LPS, por lo cual son animales idéneos para este tipo de estudios (Fink, 2014; Catorce y

Gevorkian, 2016).

Los efectos que la administraciéon de LPS purificado en ratones a través de la ruta
intraperitoneal (ip) o la ruta intravenosa (iv), pueda tener es dosis dependiente. Diferentes
estudios han encontrado que dosis bajas de LPS tienen efectos neuroinflamatorios en un
corto periodo de tiempo post administracién (pocas horas), mientras que los estudios que
utilizan dosis altas han encontrado efectos neuroinflamatorios tanto a corto (pocas horas)

como a largo plazo (meses) (Lopes, 2016).

La literatura difiere entre las dosis a utilizar para conducir a procesos neuroinflamatorios
sin ocasionar sepsis. Algunos autores sugieren la dosis de LPS, que conduce a la muerte en
aproximadamente la mitad de los ratones (es decir, la dosis LDsg) es de aproximadamente
1 a 25 mg/ kg (Fink, 2014; Thomas et al., 2014). Otros sugieren que estas dosis son mas
altas y varia de 5 a 15 mg / kg (Barber et al., 1995; Mahieu et al., 2006; Stortz et al., 2017),
ambas dosis son aproximadamente 1,000 veces mayor que la dosis letal estimada de LPS
administrada a humano (Fink, 2014; Stortz et al., 2017). En la siguiente tabla se muestran
las dosis mayormente utilizadas en la preclinica junto con sus efectos, en diferentes cepas

de ratones.
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Tabla 4 Resumen de protocolos de administracion de LPS

Cepa de raton, dosis de LPS y Marcadores neuroinflamatorios

protocolo

Referencias

BALB/c, 0.33 mg/kg (via i.p)
Sacrificado alas4hy 24 h

MIL-1Bell-6

(Godbout et al., 2005)

C57BL/6 0.33 mg/kg (via i.p)
Sacrificadoalas 2,4,24y48 h

ML-1b, TNFa, IL-6, IL-10 (2-4 horas) en
comparacioén con controles.
Sin diferencias significativas 24 y 48 h.

(Spulber et al., 2012)

C57BL/ 6J 5mg/kg (via i.p) MTNF-a (Qin et al., 2007)
Sacrificado a las 1 h, 14 y 21 dias,

10 meses.

C57BL/6J 1 mg/kg (via i.p) ™IL-1B (Okuyama et al.,

sacrificado a los 4 dias

2013)

C57BL/6J 2 mg/kg (via i.p)
Sacrificado a las 24 h

ML-1B, IL-6 y TNF-a

(Cazareth et al., 2014)

C57BL/6J 0.85 mg/kg (via i.p) MIL-1B y TNF-a (Meneses et al., 2018)
Sacrificado a las 24 h
Ratdn Swiss albino 1 mg/kg (via ™IL-1B (Tyagi et al., 2007)

i.p)
sacrificadoalas2 h
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5. Justificacion

Las infecciones son ocasionadas por microorganismos patdgenos tales como bacterias, virus
o pardsitos (Hernandez Cortez et al., 2011). Aunque la mayoria de las infecciones son
nocivas, un mal tratamiento puede conducir a infecciones sistémicas, o afecciones
potencialmente mortales como sepsis (Church et al., 2006). El incremento en la liberacién
de citocinas proinflamatorias circulantes ha sido asociado con un amplio nimero de
alteraciones neuronales. Entre estas destacan, lesiones cerebrales traumaticas, dolor
neuropatico, alteracion en la consolidacién de procesos cognitivos, e inclusive un
incremento en la propensién a desarrollar trastornos neuropsiquiatricos (Fernandez-Calle
et al., 2017). Por una parte, el incremento de TNF-a ha sido relacionado con la progresiéon
acelerada del deterioro cognitivo, ansiedad y depresidn (Skelly et al., 2013). Mientras, que
el incremento en IL-6 induce reduccién en la fuerza de la transmisidn sindptica inhibidora y
un incremento en la excitabilidad neuronal en la corteza media prefrontal (Garcia-Oscos et
al., 2015). Por otra parte, un aumento en los niveles de IL-1B causan alteraciones en las
propiedades electrofisioldgicas de las neuronas del sistema nervioso central (Samios e

Inoue, 2014).

La corteza medial prefrontal juega un papel importante en el control de procesos cognitivos,
procesos ejecutivos, la regulacién de las emociones, la motivacién e interaccion social (Wu
et al., 2016; Das et al., 2017; Lieberman et al. 2019). Las disfunciones en esta conducen a
déficits de atencidn y disminucion de la memoria de trabajo, estereotipia, baja regulacion
en las respuestas frente a emociones o situaciones de amenaza, y deterioro social severo
(van Aerde y Feldmeyer, 2015; Ko, 2017; Lieberman et al. 2019). Ademds, se ha ligado la
disfuncién en esta area con: depresidn, trastornos de ansiedad, esquizofrenia, trastornos
del espectro autista, estrés post traumadtico, entre otras enfermedades neuroldgicas

(Heidbreder y Groenewegen, 2003; Ko, 2017; Bedwell et al., 2017; Xu et al. 2019).

La informacién disponible hasta el momento sugiere que las citocinas proinflamatorias
juegan un papel importante en la modulacién de la excitabilidad neuronal. Por otra parte,
las investigaciones disponibles entorno a las alteraciones cerebrales tras la activacion
inmune sistémica se ha enfocado en reportar alteraciones en los marcadores celulares
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proinflamatorios (Li et al., 2017; Zhao et al., 2019), deterioros conductuales (Anaeigoudari
et al., 2016; Li et al., 2017) y ensayos bioquimicos relacionados con la concentracién de
neurotransmisores posterior al reto inmune (Ji-chun Zhang et al., 2016; Huo et al., 2018).
Sin embargo, seguimos sin saber qué tipo de alteraciones electrofisioldgicas presentan las
neuronas de la mPFC tras la activacidon inmune sistémica. Por tal razdn, este proyecto busca
identificar alteraciones neurofisioldgicas en neuronas piramidales en la capa V de la corteza

prefrontal tras la activacién inmune sistémica inducida por LPS en ratones.
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6. Hipdtesis
La activacidn inmune sistémica inducida por lipopolisacdrido incrementara la excitabilidad

de las células piramidales de la corteza medial prefrontal.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general
Determinar si la activacion inmune sistémica inducida por lipopolisacarido altera la

excitabilidad neuronal en la corteza prefrontal medial.

7.2 Objetivos especificos
1. Determinar las propiedades electrofisiolégicas pasivas de las neuronas de la capa V
de corteza medial prefrontal del ratén, en condicion control y registrar posibles
alteraciones electrofisioldgicas posterior a la administracion de lipopolisacarido.
2. Determinar alteraciones en el patron de disparo de potenciales de accion de las
neuronas de la capa V en corteza medial prefrontal del ratén, en condicién control

y posterior a la administracién de lipopolisacarido.

8. Materias y métodos

8.1 Declaracién ética

Todos los experimentos se realizaron con apego a las guias éticas del Centro de
Investigacidn y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional y a la norma oficial
mexicana NOM-062-Z00-1999. Tomando las medidas necesarias para impedir el

sufrimiento animal.

8.2 Animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 4 semanas de edad. Todos los ratones se
alojados en jaulas individuales. Los animales se mantuvieron en un ciclo de luz / oscuridad

de 12 h y se les proporciono agua y alimento ad libitum.
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8.3 Disefo experimental
Los animales se dividieron en dos grupos: 1) grupo Control: los cuales fueron administrados
con solucién salina y 2) grupo LPS: administrados con 1 mg/kg de lipopolisacarido via

intraperitoneal.

Se utilizo la dosis de 1mg/ kg ya que ha sido reportada con anterioridad que aumenta los

niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a sistémicos en ratones (Okuyama et al., 2013; Qin et al., 2007).

Veinticuatro horas después de la administracion de solucién salina o LPS se procedié a

realizar las preparaciones de rebanadas ex vivo de corteza media prefrontal.

8.4 Obtencidén de rebanadas ex vivo de corteza prefrontal

Para la preparacién de las rebanadas ex vivo de corteza prefrontal los ratones se sometieron
a anestesia profunda mediante la administracién de pentobarbital sddico via

intraperitoneal (50 mg/kg). Se verificd el punto anestésico para su inmediata decapitacion.

Posterior a la decapitacidn, el cerebro se obtuvo rdpidamente y se colocé cuidadosamente
en solucién cefalorraquidea modificada a base de sacarosa (en mM: 210 sacarosa, 2.8 KCl,
2 MgS0a4, 1.25 Na;HPQO4, 26 NaHCOs3, 1 MgCl,, 1 CaCl; y 10 D-(+)-glucosa), enfriada a punto
de congelacion y gaseada continuamente con carbdégeno (95% 0. /5% CO,).
Subsecuentemente el cerebro se colocd en una superficie lisa y plana en la cual se procedid

a seccionar el I6bulo frontal en dos.

Cada hemisferio cerebral fue colocado en una platina para tejido y fijado con cianoacrilato
en su posicion correspondiente y sumergido de nuevo en la soluciéon de sacarosa con
oxigenacidn continua. Se realizaron cortes de aproximadamente 250 um de espesor a una
velocidad de avance de 3-6mm/min y frecuencia de oscilacién de 100 Hz utilizando un
vibratomo (VT1000-S Leica Biosystems, Alemania). Las rebanadas obtenidas se transfirieron
a un camara con solucion de incubaciéon (en mM: 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NazHPOa, 26
NaHCOOs, 4 MgCly, 10 glucosa, 1 CaCly) a 33-35°C durante 30min y posteriormente a

temperatura ambiente durante 1 hora antes de ser registradas.
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8.5 Registro de patch-clamp en modalidad de célula completa.

Para realizar el registro electrofisioldgico, se colocd la rebanada de cerebro en una camara
de inmersion y se irrigo constantemente a una velocidad de 2-3 ml/min con una solucion
extracelular que contiene en mM: 125 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 Na;HPO4, 26 NaHCOOs, 4 MgCly,
10 glucosa, 1 CaCl;, mantenidas a una temperatura constante de 30°C y gaseada
continuamente con carbdgeno. Las pipetas se elaboraron a partir de capilares de
borosilicato con una resistencia de 3-8 MQ y se llenaron con solucidn intracelular la cual
contenia en mM: 135 K1-gluconate, 10 KCI, 5 NaCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 Mg12-ATP, 0.4 Nal-
GTP, 10 fosfocreatina.

Las células piramidales de la capa V de la corteza medial prefrontal previamente se
identificaron por video microscopia infrarroja y dptica diferencial de interferencia de alto
contraste, utilizando para ello un microscopio Nixon FN-S2N equipado con una camara
infrarroja de contraste de interferencia con un objetivo de inmersién 40x (microscopio

Eclipse FN1, Nikon, Tokio, Japén, cdmara DAGE-MTI, llinois, EE. UU.)

Una vez identificada la célula, se procedidé a realizar un sello adecuado para la neurona
(generalmente superior a 1GQ), y se procedié a aplicar una serie de protocolos para
determinar las propiedades electrofisiolégicas de la célula tales como: resistencia de
entrada (Rn), potencial de membrana en reposo (PMR), rampa despolarizante de corriente,

y frecuencia de disparo neuronal.

Adicional a los protocolos antes mencionados se realizaron protocolos para el registro de la

corriente post hiperpolarizante y post potencial hiperpolarizante (lanp).

Todos los registros se realizaron utilizando un amplificador Axopatch 200b (Molecular

Devices LLC, California, EE. UU.)

8.6 Determinacion de las propiedades intrinsecas
— Curva corriente/ voltaje (I-V). Utilizando la técnica de fijacidén de corriente (Current
clamp) se inyectaron pulsos cuadrados de corriente de 1000 ms de duracioén,
partiendo desde -120 mV con incrementos de 50 pA hasta que la célula alcanzé el

umbral de disparo de potenciales de accidn. Con este experimento se determinaron
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la resistencia de entrada, calculada como la pendiente de los valores negativo y
positivo en torno al valor de corriente igual a cero. Adicional a estos experimentos
se determind la amplitud de los canales Bk, utilizando el programa Clampfit 10.7,
colocando el cursor 1 al inicio de la lanp y el cursor 2 en la fase de caida del PA.
Constante de tiempo (tau). Se obtuvo mediante el ajuste de una funcién exponencial
estandar a la respuesta de voltaje tras la inyeccién del pulso de corriente
hiperpolarizante de -30 pA.

Corriente reobase. Se determind como la intensidad de corriente inyectada
necesaria para evocar un potencial de accién. Para ello se inyectaron pulsos
cuadrados de corriente de 5 pA con duracién de 500 ms hasta alcanzar el primer
potencial de accidn.

Rampa despolarizante: Se mantuvo la célula en -70 mV. El protocolo consistio en
pulsos despolarizantes de 0-450 pA de 500 ms de duracién con incrementos de
50pA, utilizada para determinar el periodo de latencia del primero potencial de
accion.

Determinacion de la frecuencia de disparo. Se mantuvo la célula a -60 mV y se
aplicaron pulsos cuadrados de corriente despolarizantes de 1000 ms y 100000
(disparo prolongado) a intensidades crecientes de 50 pA. Con estos protocolos se
determinaron posibles alteraciones en la frecuencia de disparo de rafagas de
potenciales de accidn.

Cinética de los potenciales de accidn. Se analizaron diversas fases del disparo como
lo son amplitud, amplitud media, velocidad de subida y velocidad de bajada, en los
protocolos: (1) Para el protocolo rampa despolarizante: se promediaron los datos
del primer potencial de acciéon con una inyeccion de corriente de 350 pA (2)
frecuencia de disparo (duracién 1000 ms) se promediaron los datos del total de
potenciales de accién evocados por trenes de disparo de 100, 200 y 300 pA.
Corriente de post-potencial hiperpolarizante: Se realizo en modo fijacién de voltaje
(voltage clamp) con una duracion de 1000 ms y una inyeccidn de corriente de 100

pA. A partir de la corriente de salida resultante se midieron la amplitud maxima (pA)
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y el drea (pA / ms) en cada condicidn experimental. El drea y amplitud se calcularon
utilizando el programa Clampfit 10.7, colocando el cursor 1 al inicio de la lanp v el
cursor 2 en la fase de repolarizacion. Para este protocolo se anadié a la solucién

intracelular de 30 uM de lidocaina y se llevd a la célula a -40 mV.

8.7 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa GraphPad PRISM 8.0 y Sigma Plot 12.0. Se
realizaron pruebas t de Student para datos no pareados, o U de Mann-Whitney de acuerdo
con las caracteristicas del conjunto de datos analizado. Las pruebas utilizadas se especifican

en cada figura.
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9. Resultados

Los experimentos se realizaron en rebanadas frescas de cerebro de ratdn obtenidas 24
horas después de la administracion intraperitoneal de solucién salina (control) o LPS (1
mg/kg). La administracién intraperitoneal de LPS causd piloereccion y letargo. Esta

conducta se observé de manera sistematica y tuvo una duracién aproximada de 2 horas.

Se registraron un total de 150 neuronas (control y LPS). Con base en su posicion vertical a
partir del extremo dorsal de la linea media hasta la capa V (300-500 um, distancia
perpendicular ala pia) y los somas se localizaron entre 450-1900 um de distancia. Este rango
corresponde a la distancia donde se ubican las neuronas prelimbicas de la corteza prefrontal
de ratdn (Mitric et al., 2019). La seleccidn y posterior clasificacidn de las neuronas incluidas
en este trabajo se realizdé con base en el patrén de disparo obtenido en modalidad de
fijacién de corriente (current clamp) y en respuesta a un pulso de corriente de 200 pA. En
condicidn control, 35.5% de las neuronas registradas presentaron un patrén de disparo
regular (regular spiking por sus siglas en inglés, RS. Fig. 7A, panel izquierdo); mientras que
el 23.7% mostraron un patrén de disparo de rafaga intrinseca (IB, intrinsic burst; Fig. 7A,
panel derecho). Las células restantes mostraron disparo irregular o fueron descartadas por
no cumplir con los pardmetros dptimos para su andlisist. En cuanto a los animales
administrados con LPS, 35.6% pertenecieron al grupo RS; 13.7% al grupo IB y las restantes
fueron excluidas por no cumplir los parametros de inclusion. Las graficas de pastel en la Fig.
7B, muestra la proporcién de neuronas obtenidas en ambas condiciones experimentales.
Los experimentos incluidos en este trabajo fueron limitados a neuronas con patrén regular
de disparo, en concordancia con articulos previos del laboratorio (Armenta-Resendiz et al.,

2018).

! Pardmetros de aceptacion: Morfologia sématica, posicién espacial, resistencia de acceso, corriente de fuga
20 pA
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Figura 7 Patron de disparo. A) Registros electrofisiolégicos de células control con dos tipos
de disparo, disparo regular (RS) y rdfaga intrinseca (IB). B) Grdficas de pastel que
representan el porcentaje de los patrones de disparo registrados en las células control y
células de animales expuestos a LPS 24 horas antes del experimento

9.1 La activacién inmune sistémica modifica propiedades intrinsecas de las

neuronas prelimbicas de la corteza media prefrontal

Tras la ruptura del giga-sello y estabilizacion de al menos 5 minutos al potencial de reposo,
las neuronas se mantuvieron en la modalidad de fijacidn de corriente y se colectaron datos
relacionados con sus propiedades intrinsecas pasivas. En condiciones control, el potencial
de membrana en reposo (PMR) se encontré en el rango previamente reportado por nuestro
laboratorio (Armenta-Resendiz et al., 2018), y el tratamiento con LPS disminuyo este valor
(PMR en condicion control = - 76 £ 0.97 mV; n = 19 células / 11 animales. PMR en células
tratadas con LPS = -71 + 1.79 mV; n = 19 células / 12 animales; P = 0.008; Mann-Whitney
Rank Sum Test. Fig. 8A). Posteriormente, se realizd una curva corriente — voltaje (Curva I-V;
Fig. 8E y 8F) para determinar resistencia de entrada (Rn) y rectificacién entrante a partir de
la inyeccién de pulsos de corriente negativa. La Rn se determind utilizando la porcién lineal

de la curva |-V (correspondiente a una inyeccién de corriente de -30, 0, +30 pA). En
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condiciones control, la Rn tuvo un valor promedio de 167 * 8.24 MQ (n = 22 células / 11
animales). En las neuronas de los animales expuestos a LPS la Rn experimento un
incremento estadisticamente significativo (Rn en células expuestas a LPS = 204 + 12.96 MQ;
n =22 células / 11 animales; P = 0.02; Mann-Whitney Rank Sum Test. Fig. 8B). Sin embargo,
el incremento en la Rn no modificd la constante de tiempo con la que se carga la membrana

neuronal (taumem) €n respuesta a la inyeccidon de un pulso negativo de corriente (-30 pA)

(taumem control = 20.98 + 1.37 ms; n= 24 células / 11 animales. taumem €n neuronas

expuestas a LPS = 18.09 + 2.24 ms; n= 24 células / 11 animales; P = 0.51, Mann-Whitney

Rank Sum. Fig. 8C).

De manera congruente con el incremento en la Rn del grupo experimental, las neuronas
expuestas a LPS requirieron menor corriente reobase para producir un PA comparado con
las neuronas de los animales control (corriente reobase en condicién control = 100 * 6.85
pA. Corriente reobase en animales expuestos a LPS = 55 * 3.36 pA; n= 26 células / 11
animales; P = <0.001, Mann-Whitney Rank Sum. Fig 8D). Estos resultados muestran que los
animales expuestos a LPS, requieren menos corriente (55.2%) para generar un PA y
demuestran que la administracion sistémica de LPS incrementa la excitabilidad de neuronas
de la corteza media prefrontal. La gréfica de dispersion en la Fig. 8 muestra una curva |-V
promedio (+SEM) obtenidas a partir de un total de 19 células control (circulos negros) y 19
células expuestas a LPS (circulos rojos). Las lineas continuas son ajustes exponenciales de
tercer orden; dichos ajustes no mostraron alteraciones en los niveles de rectificacién
entrante. La ausencia de cambios en la rectificacidon entrante puede corroborarse en los
trazos de voltaje del panel derecho. Estos datos sugieren que la exposicién aguda a LPS no
modifica las conductancias de rectificacién entrante mediadas por canales de potasio

(Hibino et al., 2010).
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Figura 8 Propiedades intrinsecas de la neurona. Grdficas de barras (media + SEM y datos individuales) que representan
las propiedades pasivas de animales control y de animales administrados con LPS. (A) PMR: potencial de membrana en
reposo (n células / animales = (19/11) ; (B) Rn: resistencia de entrada (n células / animales = (22/11); (C) tau: constante
de tiempo (n células / animales=(24/11); (D) corriente reobase de las neuronas (n células / animales=(26/11), Mann-
Whitney U. E) Grdfica que representa el promedio de la curva |-V, para neuronas de control (n células / animales =
19/11) y neuronas de animales administrados con LPS (n células / animales = 19/12). Cada punto representa la media
+ SEM. Las figuras de la derecha muestran los trazos representativos de la curva I-V. F) Trazos representativos del
disparo de neuronas piramidales de la capa V de corteza medial prefrontal. * P <0.05 **P = 0.01, ***P= 0.001.

9.2 La activaciéon inmune sistémica modifica el umbral de activacién de los
potenciales de accidon en las neuronas prelimbicas de la corteza media

prefrontal

Dada la reduccién en la corriente reobase necesaria para generar una espiga o PA, en los
siguientes experimentos se aplicé una rampa de corriente y se registré la despolarizacién

membranal sostenida hasta alcanzar el umbral de activaciéon del PA. Este protocolo nos
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permite corroborar aumentos en excitabilidad neuronal y determinar cambios en el umbral
de activacion de los canales de sodio que originan el PA. La inyeccién de una rampa de
corriente mimetiza una despolarizacién lenta y sostenida como las que experimentan las
neuronas en condiciones fisiolégicas (Rotaru et al., 2007). Las neuronas se mantuvieron en
modalidad fijacion de corriente a -70 mV y se aplicé una rampa de 500 ms de duraciéon con
una velocidad promedio de 0.9 mV/ms. En condiciones control, el inicio del PA tuvo una
latencia de 488.29 + 21.48 ms (n = 19 /11 animales. Fig. 9A, trazos negros). En las neuronas
de los animales administrados con LPS la latencia del PA disminuyd significativamente
(latencia en animales LPS = 359.76 + 14.37 ms; n = 19 / 12 animales. P =<0.001; t-test. Fig.
9A, trazos rojos). La reduccién en la latencia al disparo evocado con rampa de voltaje se
ilustra en los trazos representativos (Fig. 9A) y su cuantificacion individual se muestra en las

graficas de barras (Fig. 9B).

A partir de la espiga (o PA) inducido con este protocolo se generaron graficas de 6rbita
(phase plots). Las graficas de orbita representan la segunda derivada del voltaje con
respecto al tiempo del PA. Los phase plots permiten cuantificar cambios cinéticos en la
espiga de Na*/K* que incluyen amplitud total, amplitud-media del PA (ancho de la espiga),
velocidad maxima de subida y velocidad méxima de bajada del PA. Estos cambios, reflejan
alteraciones en el funcionamiento de estos canales idnicos. La Fig. 9C muestra un PA
representativos en control y LPS (trazo negro y rojo, respectivamente); mientras que, las
Figs. 9D y 9E muestran los phase plot obtenidos a partir de estas espigas. El tratamiento con
LPS disminuye la amplitud y el ancho de la espiga (amplitud de espiga en condicién control
=139.78 + 2.38 mV. amplitud de la espiga en células tratadas con LPS = 130.11 + 2.88 mV.
n =19 células / 11 animales; P = 0.007; t- test. Fig.9F) (ancho de espiga en condicién control
= 69.89 + 1.19; ancho de espiga en células tratadas con LPS = 65.05 + 1.44; n = 18 células /
12 animales; P = 0.007. t-test. Fig. 9G). De igual manera, la velocidad maxima de subida es
mas rapida en los animales LPS (velocidad maxima de subida en condicién control = 188.10
+ 14.72mV/ms; n = 19 células / 11 animales. En células tratadas con LPS = 169.90 + 8.93
mV/ms; n = 18 células / 12 animales; P = 0.021; Mann-Whitney Rank Sum Test. Fig. 9H). La

velocidad de repolarizacion del PA (velocidad de bajada) también experimenta un
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incremento en su velocidad en los animales expuestos a LPS (velocidad maxima de bajada
en condicién control = -134.80 + 9.896 mV/ms; n = 19 células / 11 animales. velocidad
maxima de bajada en células tratadas con LPS =-122.54 + 6.18 mV/ms; n = 17 células / 12

animales; P = 0.05; Mann-Whitney Rank Sum Test. Fig. 9l).
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Figura 9 Cinética del PA y umbral de disparo. A) Trazos representativos de un protocolo de rampa despolarizante. B) Grdfica que
representa el inicio de un potencial de accion en protocolo rampa despolarizante. C) Grdficas que representan los cambios en la
amplitud, (D) Amplitud media, (E) velocidad de subida y (F) velocidad de bajada de los potenciales de accion. Animales control
(células / animales = 19/11); vs LPS (células / animales = 19/12); Los puntos representan el promedio + SEM y datos individuales.
* P <0.05 **P =0.01, ***P=0.001, Mann-Whitney U. G) Trazos representativos de los PA. H) La derivada de voltaje con respecto
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tazo.
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9.3 La activacién inmune sistémica no aumenta la frecuencia de disparo, pero
modifica la cinética de disparo de las neuronas prelimbicas de la corteza

prefrontal

Debido a los cambios en la excitabilidad neuronal y cinética del PA, los siguientes analisis se
enfocaron en determinar cambios en la frecuencia de disparo. Para esto, las neuronas se
mantuvieron en modalidad fijacidn de corriente a -60 mV y se aplicaron pulsos cuadrados
de corriente (1000 ms, duracidn total). El incremento en la inyeccion de corriente fue de 50
pA hasta alcanzar un total de 450 pA. Para cada pulso de corriente inyectada, se contabilizd
el nimero total de PA y se construyo una grafica de dispersion (Figura 10B). En condiciones
control se analizaron 25 neuronas (11 ratones) mientras que para los animales expuestos a
LPS se registraron 19 neuronas (12 ratones). De manera notable, no se observé diferencia
en el nimero de PA en respuesta a la inyeccion de pulsos de corriente en ambas condiciones
experimentales (P = 0.88, t- test). Esto es claramente visible en el nimero de PA de las
células representativas incluidas en la Figura 10A y en la gréfica de dispersién construida

con todas las células incluidas en este andlisis (Fig. 10B).

A pesar de que el nimero de PA fue similar en ambas condiciones, la amplitud de las espigas
de los animales expuestos a LPS disminuye con respecto a las respuestas control (ver trazos
representativos en Fig. 10 A). Por lo tanto, analizamos las alteraciones en la amplitud de los
PA en las rafagas de disparo evocadas con 100, 200 y 300 pA. Se obtuvo la amplitud de cada
PA, y se graficd con respecto al nimero de PA. Para control (trazos negros) como para
animales expuestos a LPS (trazos rojos). Se observa una disminucién en la amplitud del PA
en las neuronas de animales tratados con LPS, la cual disminuye progresivamente con
respecto al numero de PA. Dichos cambios se pueden observar desde inyecciones de
corrientes de 100 pA (Fig. 10C) y se vuelven mas evidentes con al aumentar la corriente a
200 (Fig. 10D) y 300 Pa (Fig. 10E). En contraste, las neuronas de animales control muestran

amplitudes estables con respecto al nimero de PA, ademas de una mayor amplitud.
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Por esta razdén, se analizd a detalle la cinética de las espigas obtenidas con los trenes de

disparo antes mencionados.
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Figura 10 Frecuencia de disparo. A) Registros electrofisiologicos representativos obtenidos con pulsos cuadrados de
corriente de 100 pA,200 pA y 300 pA. B) Grdfica que representan el numero de PA con respecto a la corriente inyectada vs
el numero de PA (n células / animales = 23/12); Los puntos representan el promedio + SEM P=sn, prueba t-test. Grdfica
que representa la amplitud de los potenciales de accion con respecto al nimero de potenciales de accion con diferentes
inyecciones de corriente C) 100 pA D) 200 pA E) 300 pA.

9.4 La administraciéon de LPS modifica la amplitud de los PA de las neuronas

prelimbicas

A partir de los datos previos, se analizdé el comportamiento de los PA en las rafagas de
disparo evocadas con 100, 200 y 300 pA (Figura 11). Cada PA se convirtid en un phase plot
y se graficaron conjuntamente, tanto para control (trazos negros) como para animales
expuestos a LPS (trazos rojos). La disminucién de la amplitud del PA es evidente en los tres

grupos analizados.
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También se evalud el efecto de la administracién aguada del LPS en el umbral de PA
analizando los phase plot de los PA consecutivos. En condiciones control, las gréficas
muestran un umbral de PA estable (Figura 11). En contraste, con los animales administrados
con LPS se observa que el umbral de activacién estda mas despolarizado, y se puede observar
una disminucion en las conductancias de Na* y K*. Dichas diferencias se pueden observar

desde la aplicacién de 100 pA y persisten con inyecciones aun mayores, 200 y 300 pA.
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Figura 11 Cinetica del potencial de la accion. Trazos representativos de los PAs con diferentes inyecciones de corrientes
100 pA., 200 pA y 300 pA B) phase plot muestra la cinética del potencial de accion de la rafaga de la izquierda (inyeccion
de corriente 100 pA) C) phase plot muestra la cinética del potencial de accion de la rdfaga de la izquierda (inyeccion de
corriente 200 pA D) phase plot muestra la cinética del potencial de accién de la rdfaga de la izquierda (inyeccion de
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De los phase plots generados con las 3 inyecciones de corriente se obtuvo informacién
referente a la amplitud, amplitud media o ancho, velocidad de bajada y subida de las espigas

individuales. Estos valores estan graficados en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros de cinética de disparo de Potenciales de accion

Amplitud (mV)

100 pA 200 pA 300 pA
Control 140.5742.32 140.23+2.10 140.7242.23
LPS 128.05 +2.95 128.01+2.746 127.9842.84
P P =<0.001 P =<0.001 P =<0.001

Amplitud media o ancho (mV)

Control 70.28£1.16 70.11+1.05 70.36£1.11
LPS 64.02+1.480 64.32+1.48 64.31+£1.57
P P =<0.001 P =<0.001 P =<0.001

Velocidad de bajada (mV.ms)

Control 215.12+10.30 212.1949.77 206.22+9.37
LPS 156.85+11.23 148.42+10.42 144.19+9.0
P P =<0.001 P =<0.001 P =<0.001

Velocidad de subida (mV.ms)

Control -139.9947.13 -128.218+7.514 -113.4046.80
LPS -100.70+7.288 -88.40+6.57 -79.41+5.642
P P =<0.001 P =<0.001 P =<0.001

Los datos son presentados como media+ SEM. Las pruebas estadisticas fueron realizadas por t-test

9.5 La despolarizacién sostenida revela alteraciones en el patréon de disparo

de las neuronas prelimbicas expuestas a LPS

A pesar de los cambios en la cinética del PA (Fig. 11), los resultados previos también
mostraron que el LPS no modifica la frecuencia de disparo evocado con inyecciones de
corriente de 1 segundo de duracion (Fig. 10). Sin embargo, estudios previos sugieren que el

LPS modifica conductancias membranales de activacién tardia (Gao et al., 2014; Yamamoto
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et al.,, 2019; Cooper et al.,, 2019). La activacion de estas conductancias podria requerir
despolarizacion sostenida para modificar el disparo neuronal. Por tal razén, el siguiente
experimento tuvo como finalidad explorar el patrén de disparo evocado durante periodos
de despolarizacion largos (10 segundos) que garanticen la activacion de cualquier

conductancia tardia.

De manera similar a los experimentos previos, las células se mantuvieron en fijacién de
corriente a -60 mV y se inyectaron pulsos de corriente con incrementos de 50 pA hasta
alcanzar los 450 pA. A diferencia del protocolo previo, la inyeccién de corriente se realizo
durante 10,000 ms (10 segundos; Figura 12A). Posteriormente, se contabilizé el nimero de
PA evocados con 100 pA y con 450 pA y se construyeron graficas tipo raster. Los rasters
representan un evento repetitivo (el PA) a lo largo de un periodo de tiempo determinado
(Fig. 12). Ademas, este tipo de grafica permite visualizar el comportamiento del disparo
durante periodos prolongados de despolarizacién. Se registraron un total de 13 neuronas
en condicién control (10 animales) y 13 neuronas expuestas a LPS (obtenidas de 9 animales).
Los registros representativos y los rasters muestran que la inyeccion de 100 pA genera
cambios significativos en el patrén de disparo de las neuronas expuestas a LPS, pues estas
células generaron un mayor numero de potenciales de accidon en contraste con las

observadas en condicién control (P= 0.04; t-test. Fig. 12, trazos rojos).

A diferencia de esta observacién, el patron de disparo evocado con 450 pA mostrd un
comportamiento muy diferente en las células expuestas a LPS. En condicién control, la
descarga repetitiva de PA fue regular y no mostro fallas o periodos de tiempo silentes. Este
fendmeno se observé en las 13 células registradas (Fig. 12 C). En contraste, la inyeccion de
corriente revelé que las neuronas expuestas a LPS generan rafagas de disparo corto
acompafiadas de un silenciamiento temprano (acomodamiento del disparo neuronal) sin
importar la inyeccién de corriente despolarizante. Este fendmeno es claramente observable

en los trazos representativos y los respectivos rasters (Fig. 12D) (P = <0.001, t-test).
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Figura 12 Caracteristicas de disparo de neuronas piramidales de la capa V de mPFC. Grdficos de raster plots y trazos
representativos de neuronas piramidales de la capa V. A) Raster plot cada punto representa un PA a través del tiempo,
en la parte superior se observa un trazo representativo con una inyeccion de corriente de 50 pA en condicion control. B)
Raster plot cada punto representa un PA a través del tiempo, en la parte superior se observa un trazo representativo con
una inyeccion de corriente de 50 pA para animales LPS. C) Raster plot cada punto representa un PA a través del tiempo,
en la parte superior se observa un trazo representativo con una inyeccion de corriente de 450 pA en condicion control D)
Raster plot cada punto representa un PA a través del tiempo, en la parte superior se observa un trazo representativo con
una inyeccion de corriente de 450 pA para animales administrados con LPS.

9.6 La administraciéon sistémica de LPS disminuye el postpotencial
hiperpolarizante y las corrientes de repolarizacién que siguen a un potencial de

accion

Diversas situaciones patoldgicas del SNC estan asociadas a la alteracion de la excitabilidad

neuronal (Ferriy Ferguson, 2003; Skelly et al., 2019) y en muchos casos, este fendmeno se
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debe a una modulacién de las corrientes de potasio dependientes de Ca?* (after-
hyperpolarization current o lanp) que se activan tras un PA. Por tal razén, el siguiente
experimento tuvo como finalidad evaluar el estado de la lanp €n los animales expuestos a
LPS. Las células se mantuvieron en modalidad fijacidn de voltaje (voltage-clamp) a -40 mV
y se inyecto un pulso de corriente despolarizante (50 ms / 100 mV) que evocd una corriente
saliente que decayd con una cinética lenta y duré varios segundos. En condiciones control,
la amplitud de la lanp fue de 463.8 + 49.72 pA (n = 14 / 4 animales) (Fig. 13C). El area total
de la corriente fue 33130 + 5595 pA/ms (Fig. 13 D). Tanto el protocolo aplicado como la
corriente generada concuerdan con las caracteristicas de la lanp reportada previamente para
neuronas prelimbicas de la corteza prefrontal (Fig 13B) (Armenta-Resendiz et al., 2018).
Para demostrar que la corriente registrada en nuestros experimentos fuera la lanp, €n un
grupo de células (n = 4) se perfundio el antagonista de los canales de potasio que dan forma
a la fase lenta de la lanp, clotrimazol (10 uM) (Shah et al., 2001). La perfusién de clotrimazol
redujo dramaticamente la amplitud y el drea de la lanp (porcentaje de la corriente lanp €n
presencia de clotrimazol 72.77% (Amplitud= 240 + 6.03 pA, P = 0.008. Mann-Whitney Rank
Sum Test. Area= 15964 + 497.61.Fig. 13A, trazos rojos). Esta manipulacién farmacoldgica

corrobora el aislamiento adecuado de la lanp.

En la Fig. 13B, se muestran corrientes representativas de la lanp y los efectos que tiene el
LPS sobre las mismas (amplitud promedio de la lanp en células expuestas a LPS = 248.29 +
25.56 pA (n =14/ 3 animales); P = <0.001; t-test. area total de la lanp = 13444 + 1915 pA/m:s.
P = 0.002; Mann-Whitney Rank Sum Test. Fig. 12B, 12Cy 12D).
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Figura 13 Corriente post hiperpolarizante. A) Trazos representativos de la corriente hiperpolarizante con el
bloqueador clotrimazol B) Registros electrofisiolégicos representativos del postpotencial hiperpolarizante C)
Grdficas que representan la amplitud D) Grafica que representa el drea con diferentes exposiciones de animales
control y LPS PA (n células / animales = 13/4). * P <0.05 **P = 0.01, ***P=0.001, Mann-Whitney.

Una observacién adicional fue que pese la disminucién en la amplitud de la fase lenta de la
repolarizacién registrada en fijacién de corriente (post-potencial hiperpolarizante: se
obtuvo del primer o segundo disparo del protocolo para curva I-V (ver metodologia)) el
disparo repetitivo de las neuronas del grupo LPS presentaron un incremento marcado de
aproximadamente el 36.70% en la amplitud de la conductancia de potasio que sigue
inmediatamente la inactivacidén del PA (Fig. 14 A). Esta conductancia esta mediada por los
canales de potasio de alta conductancia (por sus siglas en ingles Bk, big conductance) y
median un “rebote” en el potencial de membrana tras un PA (Ksiazek et al., 2013; Kurowski
et al.,, 2018). Ademds, se muestra una disminucién del 17.25 % en la amplitud de las
conductancias lentas tipo Sk en las neuronas expuestas a LPS. Las graficas de barras de la
Figura 14B y 14C resumen estos hallazgos. Estos resultados muestran que pese a la

disminucion en la fase lenta de la repolarizacion que depende de los canales de K*
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dependientes de Ca?* el LPS, incrementa la conductancia de los canales Bk. Por razones de

tiempo, no fue posible aislar y analizar estas corrientes.
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Figura 14 Post potencial hiperpolarizante. Los puntos representan el promedio *
SEM, prueba t-test A) Registros electrofisiolégicos representativos del postpotencial
hiperpolarizante (linea negra para control, linea roja para LPS) B) Grdfica que
representa el cambio en el voltaje de los canales BK (n células / animales = 16/10).
Control 13.86 + 1.22 mV, LPS 21.73 + 1.47 mV, P = <0.001, t-test) C) Grdficas que
representan el cambio en el voltaje de los canales SK ((n células / animales = 16/10).
Control 20.3 8+ 0.17 mV, LPS 16.88 + 1.03 mV, P=0.009, t-test) * P <0.05 **P = 0.01,
**¥%p=0.001, Mann-Whitney U.
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10. Discusion

Esta ampliamente documentado que el LPS aumenta los niveles circulantes de citocinas
proinflamatorias dentro y fuera del SNC, promoviendo la activacidon de la microglia y los
astrocitos y su transicion a un fenotipo proinflamatorio reactivo (M1 y A1, respectivamente)
(Godbout et al., 2005; Tyagi et al., 2007; Qin et al., 2007; Qin et al., 2008; Spulber et al.,
2012; Okuyama et al., 2013; Cazareth et al., 2014; Meneses et al., 2018). Las células gliales
modulan la actividad de los circuitos neuronales mediante la liberacién de citocinas
proinflamatorias y gliotransmisores excitadores (Catorce y Gevorkian, 2016; Badshah et al.,
2016; Tzour et al., 2017). Diversos autores indican que la administracién sistémica de
1mg/kg (o una concentracion menor) de LPS en ratones C57/BL conduce a un aumento en
los niveles de IL1-B y TNF-a citocinas presentes en eventos neuroinflamatorios (Spulber et

al., 2012; Okuyama et al., 2013; Meneses et al., 2018).

El TNF-a ha sido relacionado con la regulacién de la excitabilidad neuronal ya que facilita la
gliotransmisidn glutamatérgica, lo que a su vez conduce a un incremento en la excitabilidad
intrinseca de las neuronas (Eidson et al., 2017). Shim y cols. (2018) hallaron que el TNF-a
aumenta la Rn y la tasa de disparo espontdneo, ademds de disminuir el tiempo de inicio,
disminuye la latencia del primer potencial de accion. Otros autores sugieren que la IL-1
despolariza la membrana, aumenta la Rn y la frecuencia de disparo neuronal en neuronas
piramidales de CA1 (Skelly et al., 2019) y en neuronas del nicleo Parvocellular (Ferri y
Ferguson, 2003). Con lo cual se podria suponer que la IL-13 en conjunto con TNFa, pueden

ser responsables del aumento en la excitabilidad neuronal.

En los resultados obtenidos se observd que la administracion sistémica de LPS aumentd la
resistencia de entrada. La Rn es una medida eléctrica que nos da un estimado general de la
disponibilidad de canales i6nicos y el tamafio de la membrana plasmatica (Dabrowski et al.,
2013; Kulbacka et al., 2017). Un valor alto de Rn indica poca disponibilidad de canales
idnicos abiertos, o incremento en la proporcién de canales cerrados o inactivos. En nuestro
caso, el incremento en la Rn sumado al incremento en la excitabilidad sugiere que
conductancias de potasio, mas especificamente conductancias salientes de potasio activas
en un potencial de membrana cercano al potencial de reposo, pueden estar siendo
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moduladas tras la activacién inmune sistémica. En este sentido, trabajos previos han
demostrado que el LPS puede inactivar diferentes canales potasio tales como: Ky 1.3,
Kv7/M, Kca, en diferentes tipos de células, tanto no excitables como excitables. (Moreno et
al.,, 2013; Nguyen et al., 2017; Turzo et al.,, 2018; Yeh et al., 2019). En el SNC, dicha
inactivacion esta asociada con un incremento en la excitabilidad celular (Moreno et al.,
2013; Zou et al., 2016). Si esta posibilidad es cierta, entonces el LPS promoveria el cierre de
los canales de K*, incrementaria la Rn, y la positividad idnica al interior de la neurona, lo
cual explica la depolarizacidn del potencial de membrana en reposo observada. Ademas de
reducir el requerimiento de corriente despolarizante para inducir el disparo neuronal.
Faltaria por determinar que canales de potasio podrian estar siendo modulados por la
administracion sistémica de LPS. Sin embargo, esta posibilidad no fue explorada en este

trabajo.

Adicionalmente, un cambio en la Rn nos habla de posibles alteraciones en el drea total de
membrana celular. Esto, en conjunto con la constante de tiempo membranal, son
pardmetros que han sido utilizados como herramientas para evaluar la degeneracién de
procesos dendriticos y somaticos en neuronas (lsokawa, 1996; Isokawa, 1997). En el
presente trabajo no se realizd una evaluacién morfolégica de las neuronas tras la activacién
inmune sistémica. Ademas, nuestros resultados no mostraron cambios en la constante de
tiempo membranal, lo cual sugiere que veinticuatro horas posteriores a la activaciéon
inmune sistémica, no es tiempo suficiente para ocasionar dafio morfolégico en el area total
de las dendritas. Si la exposicion a LPS altera la morfologia neuronal, estos no son

detectables a través de parametros electrofisiologicos.

En el SNC, el TNF-a es liberado por las células gliales (que se activan en respuesta a lesion o
infeccidn). En este sentido, Shim y cols. (2018) perfundieron TNF-a directamente sobre
cultivos organotipicos de células de Purkinje. A diferencia de nosotros, los autores
observaron un incremento en la excitabilidad neuronal (incremento en a la descarga de
potenciales de accidn) utilizando un protocolo similar al nuestro (inyeccién de corriente
despolarizante por 1 segundo). Esta discrepancia sugiere que el mecanismo por el cual la

activacion inmune sistémica puede tener multiples pasos antes de modificar la excitabilidad
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neuronal. La caja negra que representa la temporalidad mecanistica entre la inyeccién
intraperitoneal de LPS y la modificacién en las propiedades intrinsecas de la membrana,

gueda fuera de los alcances de nuestro estudio.

Los canales de Na* activados por voltaje son responsables de la despolarizacién neuronal
que subyace a la subida de los PAs (Dover et al., 2010; Steinlein, 2014). Por lo tanto, los
canales de Na* median de la fase subida y la amplitud maxima de los PA (Scott et al., 2014;
Grider y Glaubensklee, 2019). La inactivacién de estos canales resulta en una menor
amplitud, y velocidad de subida acelerada (Trombin et al., 2011; Ghasemi et al., 2018).
Nuestros resultados indican una menor amplitud y un aumento en la velocidad de subida
del PA, acompafiado de un aumento transitorio de la frecuencia de disparo y posterior
acomodamiento o silenciamiento en los potenciales de accién. EIl acomodamiento del
disparo (o adaptacion del disparo neuronal) es el fenédmeno mediante el cual, una neurona
deja de disparar a pesar de recibir estimulos despolarizantes. En algunos casos, el
acomodamiento es tan marcada que, a pesar de dar estimulos despolarizantes, solo se inicia
un pequefio nimero de PAs (Kanold y Manis, 1999; Tsantoulas y McMahon, 2014; Ha y
Cheong, 2017). El acomodamiento se divide en dos fases: temprana, que ocurre durante los
primeros cientos de milisegundos de disparo; y tardia, ocurriendo durante decenas de
segundos o incluso minuto (Miles et al., 2005). EI acomodamiento puede deberse a: 1)
inactivacion de las corrientes de sodio (Ina); 2) activacién de corrientes hiperpolarizantes
lentas o corrientes “Shuting”; y 3) activacién de corrientes de potasio dependientes de
voltaje (Im) (Anaeigoudari et al., 2016). En muchas células, el cierre de los canales de Na* no
es completo, resultando en una pequefia corriente de sodio persistente que exhibe un
tiempo de inactivacién lento. Esta forma acumulativa y prolongada de inactivacién de
algunos canales de Na* puede ser la responsable del proceso de adaptacién observado en
nuestros resultados (Jung et al., 1997; Steinlein, 2014). Sin embargo, si esta posibilidad es
cierta es necesario llevar a cabo experimentos adicionales de aislamiento de corriente para

corroborar lo antes dicho.

Los canales de K* son responsables de la de repolarizacidén en los PA, al permitir el flujo de

K*al exterior de la célula (Trombin et al., 2011; Bove et al., 2019). La inactivacion de estos
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canales ha sido relacionada con disminucion en la amplitud, y aumento en la velocidad de
subida y bajada del PA (Trombin et al., 2011). En nuestro caso, la disminucién en las
conductancias de K* observadas en los phase plot Fig. 9 y 11) sumada la disminucion de la
amplitud y aumento en las velocidades de subida y bajada del PA, sugiere que la inactivacion
de los canales de potasio, pueden estar siendo moduladas tras la activacion inmune
sistémica. En este sentido, Tzour y cols (2017), sugieren que el LPS conduce a un aumento
en la excitabilidad neuronal mediante la inhibiciéon de los canales de K*, en células
piramidales de CA1l. Esta excitabilidad neuronal se ve mediante la disminucién en el PMRy
aumento de la Rn y frecuencia de disparo. La identificacidn de las conductancias de K* que
modifican el disparo en las neuronas expuestas a LPS requiere investigacion y no fue

abordada en este trabajo.

Asimismo, los canales K* dependientes de Ca?* de conductancias pequefias (canales S)
mediada regulan la transmision sindptica y la excitabilidad neuronal (Song et al., 2018; Bove
et al., 2019). En este aspecto, se ha reportado que la activacion de los canales Sk reduce la
neuroinflamacién y la excitabilidad neuronal (Grunnet et al., 2001; Cao et al., 2002; Judge
et al., 2007). Lo cual sugiere que la disminucién en estas conductancias como la mostrada
en nuestros resultados, estdn relacionadas con el aumento en la excitabilidad neuronal (Ha

y Cheong, 2017).

Una observacién adicional en nuestro estudio fue el aumento en la amplitud de los canales
Bk, que a diferencia de los canales Sk pueden activarse por el aumento en los niveles de Ca?*
o por voltaje (Yu et al., 2016). El bloqueo de los canales Bk se ha relacionado con la
disminucion en la velocidad de bajada del PA (Shao et al.,, 1999; Ksiazek et al., 2013).
Nuestros resultados indican un aumento en las conductancias de BK (Fig. 14), acompafiada
a un aumento en la velocidad de bajada, lo cual sugiere la activacidn estos canales en Ia
puede estar modulando la cinética del PA. Se necesitarian estudios adicionales para
corroborar lo antes dicho. Diversos autores expresan el efecto mixto que tienen los canales
Bk en la frecuencia de disparo, pues que la inhibicidon farmacoldgica de estos canales puede
aumentar o disminuir la frecuencia de disparo de los potenciales de accion dependientes

de la interaccidon con otros canales, ademas de la ubicacién y mutaciones en estas células
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(Gu et al., 2007; Shruti et al, 2008; Ly et al., 2011; Kimm et al., 2015; Bock y Stuart, 2016;
Contetetal., 2016; Wanget al., 2016). El aumento o disminucién en la funcién de los canales
Bk ha sido asociada con la epilepsia, la ataxia, la discapacidad intelectual y el dolor crénico
(D’Adamo et al., 2013; Contet et al., 2016; Carrasquel-Ursulaez et al., 2018; Kshatri et al.,
2018).

11. Conclusion

La administracion sistémica de lipopolisacdrido aumenta la excitabilidad de las neuronas
piramidales de la capa V de la corteza medial prefrontal y se ve reflejado con: cambios en
las propiedades intrinsecas de la membrana, acompafiado de cambios en la cinética de
disparo de los PAs. Ademas, de observarse un silenciamiento o acomodamiento de los
potenciales de accién los cuales podrian estar mediados por la inactivacion acumulativa de

conductancias de Na* y probablemente la inactivacién de conductancias de K*.

12. Perspectivas

Con la finalidad de caracterizar con mayor precision los cambios ocurridos tras una

activacion inmune sistémica mediada por LPS seria necesario realizar los siguientes puntos.

1. Debido a la relacidon que existe entre la neuroinflamacion y la excitabilidad
intrinseca, seria conveniente evaluar la participacién de la microglia, asi como las
citocinas (IL-1B y TNF-a) mediante técnicas como inmunofluorescencias, western
blot, PCR, en la corteza prefrontal del ratén.

2. Envirtud de que existen cambios en las conductancias de Na* y K*. Se podrian aislar
las corrientes de Na* y K*, para poder visualizar con mayor precision la participacion
de estos en la excitabilidad neuronal asociada a la administracién aguda de LPS.

3. Evaluar los cambios electrofisiolégicos ocasionados por la administracion aguda de

LPS, a través del tiempo (2 dias y 5 dias post administracion).
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