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Resumen

La activacion inmune maternal (MIA) es considerada en la actualidad un factor de
riesgo para el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos asociados a alteraciones
en el neurodesarrollo. Un cuerpo creciente de estudios en roedores y primates no
humanos han reportado que la MIA inducida, ya sea por infecciones virales o
bacterianas, desencadena una serie de alteraciones neurobioldgicas en la
descendencia que podrian contribuir a la fisiopatologia de trastornos
neuropsiquiatricos como la esquizofrenia y los trastornos del espectro autista, cuya
clinica incluye alteraciones en el procesamiento cognitivo. Se ha demostrado que
dichas alteraciones estan causalmente asociadas con la respuesta inflamatoria
materna ante la infeccion, mas que con la infeccion por si misma. Sin embargo, las
potenciales alteraciones neurofisioldgicas y neuroanatoémicas a nivel celular y
singptico en areas de gran relevancia en la fisiopatologia de tales trastornos
neuropsiquiatricos, como el hipocampo dorsal, no han sido completamente

caracterizadas.

En este trabajo nos planteamos identificar y caracterizar las alteraciones
electrofisiolégicas y morfoldgicas en las neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo dorsal de ratéon en un modelo de MIA inducida por LPS bacteriano.
Nuestros datos demostraron que la MIA induce un incremento en la excitabilidad
neuronal, asi como una reducciéon en la complejidad morfolégica neuronal en la
descendencia. Del mismo modo, la MIA inducida por LPS reconfigura el balance
excitacion-inhibicion, reduciendo la inhibicion GABAérgica perisomatica que
reciben las neuronas piramidales de CA1. Todas estas alteraciones conducen a
una amplificacion de la integracion sinaptica, tanto en su componente temporal

como espacial.

En conjunto, los hallazgos reportados en esta tesis ayudan a explicar las
alteraciones celulares y sinapticas que subyacen a los sintomas cognitivos

presentes en trastornos del neurodesarrollo asociados con la MIA.
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Abstract

Maternal immune activation (MIA) is currently considered a risk factor for the
development of neuropsychiatric disorders associated with neurodevelopmental
alterations. A growing body of research in rodents and non-human primates has
shown that MIA caused by either viral or bacterial infections results in several
neurobiological changes in the offspring. These changes may impact the
pathophysiology of neuropsychiatric disorders like schizophrenia and autism
spectrum disorders, which have clinical features that include changes in cognitive
processing. Such alterations are causally associated with the maternal
inflammatory response to infection rather than with the infection itself. However,
potential neurophysiological and neuroanatomical alterations at the cellular and
synaptic levels in areas of critical relevance in the pathophysioclogy of
neuropsychiatric disorders such as the dorsal hippocampus, have not been fully

characterized.

In this work we aim to identify electrophysiological and morphological alterations of
pyramidal neurons of the CA1 region of the mouse dorsal hippocampus in a model
of bacterial LPS-induced MIA. Our data demonstrate that MIA increases neuronal
excitability and reduces the morphological complexity of pyramidal neurons of the
offspring. Likewise, LPS-induced MIA reconfigures the excitation-inhibition
balance, by decreasing the perisomatic GABAergic inhibition impinging on CA1
pyramidal neurons. These alterations yield to a dysregulated amplification of the

temporal and spatial synaptic integration.

Taken together, the findings reported in this work help to explain the cellular and
synaptic  alterations underlying the cognitive symptoms present in

neurodevelopmental disorders associated with MIA.
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1. Introduccion

El estudio del cerebro ha sido un tema de fascinacion a lo largo de la historia de la
humanidad, y los descubrimientos acerca de su funcionamiento nos han acercado
a la posibilidad de entender la naturaleza de las mas complejas caracteristicas que
nos definen como seres vivos, y mMas aun como seres pensantes. La idea de
identificar las bases organicas de fenémenos tan exquisitamente complejos, como
la adquisicion de memorias y aprendizajes, el origen de sentimientos y los
principios que gobiernan el fendmeno genéricamente conocido como conciencia,
posiciona al estudio del cerebro como una ciencia de excepcional importancia en
nuestros dias. Aunque en los ultimos 100 afos la revolucion tecnoldgica ha
permitido obtener datos y conocimientos invaluables acerca de los principios que
rigen el funcionamiento del cerebro en condiciones fisiolégicas normales, sigue
habiendo un sinfin de preguntas esperando ser resueltas, particularmente en |o
que respecta a las alteraciones que conducen a trastornos de la mente. Esto es,
aquellos desotrdenes psiquiatricos caracterizados por perturbaciones en la

cognicion, la personalidad y la percepcion de la realidad.

Para intentar dar respuesta a estas interrogantes, se han disefiado y validado
modelos animales que permiten estudiar el cerebro en diferentes etapas de su
desarrollo y desde diferentes aproximaciones. Gracias a estos modelos, hoy
sabemos que variaciones sutiles en el desarrollo pueden conducir a disfunciones
cuyo impacto en el adecuado funcionamiento del cerebro puede ser catastrdfico.
En afios recientes, la relacion entre inflamacion materna y alteraciones del
neurodesarrollo en la descendencia se ha convertido en un area de estudio capital
en la neurociencia. Esto debido a que se ha documentado que el sistema inmune
materno ejerce una gran influencia en el desarrollo fetal, incluido el cerebro. En ese
sentido, fluctuaciones en la actividad del sistema inmune materno pueden tener
efectos perniciosos en la fisiologia del cerebro fetal. En esta tesis se describe
meticulosamente un modelo murino de activacion inmune materna inducida por

antigenos bacterianos y sus efectos en algunos de los aspectos mas complejos de
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la neurofisiologia, como la excitabilidad intrinseca, la integracion sinaptica, y la
morfologia neuronal. Asi mismo, se discute su relevancia en el contexto del estudio
de algunos trastornos neuropsiquiatricos asociados a alteraciones en el

neurodesarrollo.

1.1.  Neurodesarrollo y la influencia del sistema inmune
El sistema nervioso central (SNC) fue considerado por muchos afios como un
compartimento inmunoldégicamente privilegiado, en el que cualquier sefial de
presencia de células y/o moléculas inmunes era percibido como un signo de
patologia inflamatoria. Sin embargo, la investigaciéon continua en este campo ha
puesto en evidencia la existencia de una profunda comunicacioén reciproca entre
el sistema inmune y el SNC. Datos experimentales han mostrado que la
comunicacion neuroinmune es sustancial y fisiolégicamente relevante a lo largo de
las diferentes etapas del desarrollo, por lo que perturbaciones en ella pueden
conducir a alteraciones fisiopatoldgicas diversas. Por ejemplo, estudios en ratones
con inmunodeficiencia combinada severa muestran que esos animales expresan
deterioro en pruebas cognitivas, lo cual es revertido mediante el trasplante de
médula d&sea para repoblarlos de linfocitos T. Del mismo modo, ha sido
documentado que la deplecién aguda de la inmunidad adaptativa en ratones

adultos genera efectos negativos en la cognicion (Brynskikh et al., 2008).

En ese sentido, queda patente que el sistema inmune contribuye al correcto
desarrollo del SNC. En particular, componentes moleculares del sistema inmune
innato, incluyendo receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como los
receptores tipo Toll (TLR), citocinas, proteinas del sistema de complemento, asi
como sefales fagociticas son jugadores criticos en el neurodesarrollo. Dichas
moléculas han sido detectadas en el SNC sin ninguna sefial de inflamacion o
lesion, lo que sugiere que ejecutan funciones homeostaticas a nivel nervioso,
controlando diferentes aspectos del establecimiento y maduracion de los circuitos

neuronales en el cerebro (Zengeler & Lukens, 2021).
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Microglia y su rol en el neurodesarrollo

En el cerebro coexisten diferentes poblaciones de células del sistema inmune. Por
ejemplo, se ha reportado que células dendriticas (CD11+), asi como linfocitos By
T estan presentes en el cerebro en desarrollo, donde promueven la maduracion de
la microglia (Tanabe & Yamashita, 2018). Células cebadas también residen en el
cerebro en desarrollo, asi como en el cerebro adulto donde estan involucradas en
diferentes procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos (Silver & Curley, 2013; Forsythe,
2019). No obstante, dado que son las principales células del sistema inmune innato
en el cerebro, el rol de la microglia en el neurodesarrollo ha sido estudiado con
mas detalle (para consultar Cowan & Petri, 2018). En ese sentido, se sabe que la
microglia contribuye de manera importante en el neurodesarrollo al modular
diferentes aspectos, como la neurogénesis y la poda singptica. En consecuencia,
el detrimento de las funciones de la microglia puede conducir a alteraciones
importantes en el neurodesarrollo y, en consecuencia, en las funciones del cerebro

maduro.

La microglia comienza a colonizar el SNC de roedores en el dia gestacional 8
(GD8), mientras que se cree que el SNC humano comienza a ser colonizado a partir
de la cuarta semana de gestacion (Monier et al., 2007; Kierdorf & Prinz, 2013; Lenz
& Nelson, 2018). La colonizacion del cerebro inmaduro por la microglia precede
fendmenos fundamentales del neurodesarrollo tales como la neurogénesis, la
migracion neuronal y la sinaptogénesis. Dichos fendémenos sugieren que la
microglia juega un papel relevante en el adecuado progreso de tales eventos. La
microglia es altamente sensible a perturbaciones ambientales, tales como
procesos inflamatorios, y responde a dichos estimulos secretando moléculas de
diversa naturaleza, como factores de crecimiento y citocinas tanto pro- como
antinflamatorias (S. U. Kim & de Vellis, 2005). Las moléculas que libera la microglia
en el parénquima cerebral modulan diferentes aspectos tanto del cerebro en
desarrollo como del cerebro maduro. Asi, ademas de estar implicada en la
neurogénesis y migracion neuronal, la microglia juega un rol importante en la

6
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modulacion del crecimiento y orientacion de neuritas durante el neurodesarrollo
(Pont-Lezica et al.,, 2011)y participa en la formaciéon de circuitos neuronales al
regular el refinamiento y plasticidad morfoldégica y sinaptica del cerebro en

formacion.
Receptores de la inmunidad innata y su papel en el neurodesarrollo

Diferentes moléculas y receptores propios de la inmunidad innata estan presentes
en el cerebro en desarrollo, siendo expresados en todas las células residentes del
SNC, tanto neuronas como glia. Por ejemplo, se sabe que PRRs como los TLRs
estan expresados en la microglia y en células progenitoras neurales en el cerebro
en desarrollo (Kaul et al., 2012), pero también se ha demostrado que los TLRs
forman parte del repertorio de receptores presentes en las neuronas del cerebro
maduro (Bsibsi et al., 2002).

Ademas de su rol como receptores especializados en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs), los TLRs estan
involucrados en procesos que ocurren durante el neurodesarrollo, como la
neurogénesis y la configuracion de la morfologia neuronal (Chen et al., 2019). En
ese sentido, la activacion anormal de los diferentes TLRs, tales como el TLR3 y
TLR4, durante fases criticas del neurodesarrollo es por si misma un factor de riesgo
para la aparicion de trastornos neuropsiquiatricos asociados a alteraciones del
neurodesarrollo, como la esquizofrenia y los trastornos del espectro autista (TEA).
Por ejemplo, se ha reportado que la activacion del TLR3, un receptor especializado
en el reconocimiento de antigenos virales, inhibe el crecimiento dendritico y la
sinaptogénesis (Hung et al., 2018). En contraste, otros reportes sefialan que la
delecion genética del TLR3 conduce a alteraciones conductuales. Por ejemplo, los
ratones genéticamente modificados para no expresar al TLR3 (TLR3”) muestran
un aprendizaje y capacidades mnemonicas potenciadas en pruebas dependientes
del hipocampo (Okun et al., 2010), lo cual puede deberse a la influencia que tiene

este receptor en la modulacion de la excitabilidad intrinseca neuronal (Ritchie et
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al., 2018). Asi mismo, se ha documentado que el TLR4, cuyo ligando natural es el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), desempefa un papel relevante en la fisiologia
hipocampal. Por ejemplo, ratones mutantes que no expresan al receptor TLR4
(TLR47) exhiben un mejor desempefio al ser evaluado su aprendizaje y memoria
espacial en pruebas dependientes del hipocampo, efectos que son acompanados

por la reconfiguracion de la neurotransmision glutamatérgica (Okun et al., 2012)

Como los TLRs, hay otros receptores de la inmunidad innata presentes en el SNC
a lo largo de todas sus etapas de desarrollo, los cuales modulan aspectos
fundamentales de la funcién cerebral, cuya discusion trasciende el contenido de

esta tesis.
Citocinas

Otros elementos de la inmunidad que ejercen control en el neurodesarrollo son las
citocinas, pues participan en procesos como la neurogénesis y la gliogénesis
(Deverman & Patterson, 2009). Por ejemplo, la estimulacion del receptor comun de
la IL-1a e IL-1B, el IL-1R1, activa una via de sefalizacion dependiente de MYD88
que conduce a la activacion de la via de las cinasas activadas por mitbgeno
(MAPK) y del factor de nuclear kB (NFkB). A través de estas vias de sefalizacion,
las citocinas de la familia de la IL-1 estimulan o inhiben la neurogénesis,
dependiendo del contexto fisioldgico en que se encuentren (Wang et al., 2007;
Zunszain et al., 2012; Borsini et al., 2015). Adicionalmente, las citocinas de esta
familia estan involucradas en otros fendmenos importantes del neurodesarrollo
como la gliogénesis, la migracion y el desarrollo morfolégico neuronal (Boato et al.,
2011; Nolan et al., 2011). Otras citocinas que participan en el neurodesarrollo son
la IL6 y la IL-17. El caso de estas dos citocinas proinflamatorias es de particular
relevancia ya que han sido propuestas como potenciales efectores moleculares de
las alteraciones neurobioldgicas en la descendencia asociadas a la activacion
inmune materna (MIA), ya sea esta de origen viral o bacteriano (Choi et al., 2016;

Gumusoglu et al., 2017).
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1.2. Activacion inmune materna y trastornos del neurodesarrollo
Tan complejo y sofisticado como es el neurodesarrollo, este proceso requiere una
minuciosa coordinacion y organizacion en todos los sentidos. De tal forma que el
neurodesarrollo se encuentra bajo modulacion permanente, tanto por el sistema
inmune, como por factores genéticos y ambientales. Cualquier irrupcion en algunos
de las etapas del neurodesarrollo conducira inequivocamente a alteraciones
funcionales en el cerebro. En ese sentido, insultos durante etapas especificas del
neurodesarrollo pueden alterar la trayectoria de este, conduciendo a trastornos
neuropsiquiatricos, como la esquizofrenia y el TEA. La MIA es uno de tantos
eventos potencialmente nocivos a los que un organismo en desarrollo puede estar
expuesto. La MIA ocurre en respuesta a infecciones asociadas a diferentes
agentes etiologicos, tanto de naturaleza viral como bacteriana. En las Ultimas
décadas una gran cantidad de estudios, fundamentalmente epidemiolégicos, han
reportado un mayor riesgo de desarrollar trastornos neuropsiquiatricos, como el
TEA 'y la esquizofrenia, en personas cuyas madres sufrieron algun tipo de infeccion

durante el embarazo (Patterson, 2011; Estes & McAllister, 2016; Han et al., 2021).

Mas recientemente, el modelado experimental de la MIA utilizando roedores
permitié identificar algunas alteraciones neurobiolégicas en la descendencia
reminiscentes de los trastornos asociados a la MIA en humanos (Estes & McAllister,
2016; Brown & Meyer, 2018; Haddad et al., 2020). Dichas alteraciones, sin
embargo, dependen de diferentes variables como el periodo gestacional en el cual
se induce la activacion inmune, el tiempo de exposicion al inductor de la activacion
inmune, a la naturaleza misma del agente inductor, y finalmente a la intensidad de
la respuesta inmune montada por el organismo materno (Bergdolt & Dunaevsky,
2019). En la presente tesis se utilizd un modelo de MIA mediante la administracion
sistémica de lipopolisacarido (LPS), a fin de mimetizar una infeccion de origen
bacteriano. El modelado con LPS cumple con todos los criterios de validacion

requeridos para un modelo experimental funcional. Por esta razon, en la siguiente
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seccion se describira con detalle la transduccion de sefales asociadas al

reconocimiento del LPS por TLR4 en el sistema inmune.

1.2.1. LPS y senalizacion dependiente de TLR4
La MIA es inducida por antigenos con la capacidad de estimular el sistema inmune
innato, los cuales pueden ser moléculas antigénicas de naturaleza viral o
bacteriana. En el caso de los antigenos virales, estos suelen ser fundamentalmente
acidos ribonucleicos de cadena sencilla de la estructura viral, los cuales pueden
ser mimetizados experimentalmente mediante el uso de moléculas sintéticas como
el acido poliinosinico:policitidilico (poly i:c) (Reisinger et al., 2015). Por otro lado,
aungue utilizado en menor medida que el poly i:c para mimetizar la MIA, el LPS es
el principal antigeno bacteriano asociado a la activacion de la respuesta inmune

innata en humanos, por lo que es de particular relevancia en nuestro medio.

El LPS es un componente primario de la membrana externa de bacterias gram
negativas, cuya estructura quimica y actividad biolégica han sido bien estudiadas.
La interaccion del LPS con células eucariotas en mamiferos ocurre a través de la
estimulacion de diferentes receptores expresados en células de todo el organismo,
incluyendo a PRRs como el TLR4 (Lu et al., 2008). Aunque el TLR4 es el principal
receptor que reconoce al LPS, dicha interaccion requiere de proteinas
coadyuvantes, como CD-14, cuya funcion primaria es facilitar la transferencia del
LPS al complejo formado por el TLR4 y otra molécula llamada MD2. Una vez que
dicho complejo reconoce al LPS, el TLR4 se polimeriza mediante la interaccion con
dominios de receptor Toll-IL1 (TIR). Los dominios TIR son esenciales para la
adecuada transduccion de senales dependientes del TLR4. En ese sentido,
mediante la interaccion con los dominios TIR, el TLR4 puede activar las vias de
sefializacion canodnicas en respuesta al LPS. La via de sefializacion canodnica o
dependiente de MyD88 conduce a la sintesis y liberacion de citocinas
proinflamatorias (Takeda & Akira, 2004; Lu et al., 2008). Tras su reclutamiento,
MyD88 activa a la cinasa 4 asociada al receptor de IL1 (IRAK4), que a su vez
fosforila y recluta a IRAK1. A través de IRAK1 se reclutan otras proteinas como el
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factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) y la cinasal activada por TGF-B
(TAK1) cuya activacion conduce a la activacion de la cinasa de kB (IKK) y de las
cinasas activadas por mitégenos (MAPK). El reclutamiento de diferentes isoformas
de IKK conduce a la degradacion de kB, una cinasa que actia como represor del
factor nuclear kB (NFkB). Asi, NFkB puede translocar al nucleo donde controla la
expresion de genes que codifican para citocinas proinflamatorias y otros genes
relacionados con la respuesta inmune innata (Mitchell et al., 2016). Por otro lado,
la incorporacion de las MAPK conduce a la activacion del factor de transcripcion
AP1, el cual esta involucrado en la regulacion transcripcional de otras citocinas
proinflamatorias (Shaulian & Karin, 2002). La via de sefializacion candnica activada

tras la estimulacion del TLR4 esta resumida en la figura 1.

. TIN50
IkB-NFkB comple t’t/”'

.
A

IRAKI
TRAF6
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flammatory genes

Figura 1 Via de sefializacion canonica del TLR4 en respuesta al reconocimiento de LPS. Mediante la
interaccion con MyD88, el TLR4 activa a multiples cinas como IRAK4 e IRAK1, cuyo reclutamiento conduce
a la activacion y translocacion al nucleo de NFkB, un factor de transcripcion que controla la sintesis de
citocinas proinflamatorias.
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1.2.2. Mecanismos moleculares asociados a la activacion inmune
materna

Aunqgue se han descrito multiples mecanismos como potenciales responsables de
las consecuencias de la MIA en el neurodesarrollo, realmente no se ha alcanzado
un consenso acerca de cuéal es el mecanismo critico detras de los efectos
perniciosos de la MIA en |la descendencia. Lo que es indiscutible es que la MIA
puede alterar el fino balance que existe en la comunicacion entre el sistema inmune
maternoy el cerebro fetal. La mayoria de los reportes coinciden que un desbalance
en la expresion y funcion de citocinas y sus receptores en la interfaz materno-fetal,
y en consecuencia en el cerebro fetal, es probablemente uno de los eventos
criticos que subyacen las alteraciones asociadas a la MIA (Boulanger-Bertolus et
al., 2018; Solek et al., 2018). En ese sentido, se ha identificado que la IL-6 y la IL-
17 son 2 de los mediadores moleculares con mas influencia en la neuropatologia
encontrada en modelos experimentales de MIA, inducida tanto por inmundgenos
virales como bacterianos (Parker-Athill & Tan, 2010; Choi et al., 2016; Gumusoglu
et al., 2017). Ambas citocinas estan bajo la regulacion del factor transcripcional
NFkB, por lo que su transcripcion es estimulada tras la activacion del receptor

TLR4.

En condiciones fisioldgicas, las citocinas (y otras moléculas de la inmunidad
innata), juegan un papel importante en las cascadas de sefializacion involucradas
en el neurodesarrollo (Ratnayake et al., 2013), por lo que es factible hipotetizar que
su actividad anormal en el cerebro fetal podria tener una relacion causal con las
alteraciones neuroquimicas durante el desarrollo pre- y postnatal. La MIA produce
defectos en la maduracion de las subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas
positivas a parvalbumina (IN PV+) del hipocampo y la corteza prefrontal (Canetta
et al., 2016; Vasistha et al., 2020). El mecanismo propuesto para explicar tales
defectos es una disrupcion de los procesos moleculares que dirigen la migracion
neuronal de las interneuronas GABAérgicas (Oskvig et al., 2012). Lo anterior se

refleja en una potencial disminucién de la inhibicion GABAérgica mediada por IN
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PV+, ademas de otras subpoblaciones como las interneuronas positivas a
colecistocinina (IN CCK+). Consistente con esta pérdida de la inhibicion
GABAérgica, se han reportado que la MIA produce alteraciones en la actividad
ritmica del cerebro, particularmente un incremento de poder en la banda theta (6)
asi como reduccion en la coherencia electroencefalogréafica especificamente en el

hipocampo (Dickerson et al., 2010).

Adicionalmente, se ha reportado que la MIA inducida tanto por LPS como por poly
i.c conduce a alteraciones en la excitabilidad intrinseca, asi como en la morfologia
de diferentes tipos de neuronas, incluyendo a las neuronas piramidales del
hipocampo (Savanthrapadian et al., 2013; Weir et al., 2015; Patrich et al., 2016).
Todos estos cambios celulares inducidos por la MIA conducirian a conductas
aberrantes en la descendencia de ratonas cuyo sistema inmune fue retado durante
periodos especificos de la gestacion. Por ejemplo, se ha documentado el
desarrollo de sintomas similares a las observadas en pacientes diagnosticados con
TEA, como interaccion social disminuida y conductas estereotipadas repetitivas.
Del mismo modo, se han reportado alteraciones conductuales reminiscentes de
aquellas observadas en pacientes con esquizofrenia, como filtrado sensoriomotor
y memoria de trabajo disminuidas, asi como conductas tipo ansiedad (Minakova &
Warner, 2018; Bergdolt & Dunaevsky, 2019). Resulta fascinante que tales
alteraciones conductuales suelen responder positivamente a tratamientos
farmacoldgicos empleados en la terapéutica psiquiatrica, lo que da aun mayor
relevancia a este tipo de modelos para estudiar Ios mecanismos fisiopatoldgicos a
escala celular y molecular, mismos que en humanos resulta virtualmente imposible

de explorar.

1.3. La formacion hipocampal
El hipocampo es una estructura altamente conservada localizada en el I6bulo
temporal medial de los mamiferos que participa en los procesos de formacion de

la memoria y en la codificacion de la localizacién espacial, y que, junto con la
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corteza entorrinal, el giro dentado y el subiculo constituyen la formacion
hipocampal. El hipocampo ha sido la estructura a través de la cual, muchos de los
preceptos generales de la neurociencia moderna han podido ser establecidos
(Bliss & Collingridge, 1993; Bird & Burgess, 2008). Adicionalmente, el hipocampo
ha sido el area cerebral de eleccion para el estudio de la fisiologia y la
fisiopatologia, no solo de trastornos neuroldégicos sino también psiquiatricos. En el
contexto de los trastornos neuropsiquiatricos, el hipocampo esta implicado en la
fisiopatologia de un gran numero de ellos, incluida la esquizofrenia, el TEA vy

multiples tipos de demencias (Booth et al., 2014; Tamminga et al., 2012).

1.3.1. Anatomia y circuiteria del hipocampo
Una de las caracteristicas que mas entusiasmo genera es su neuroanatomia. El
entendimiento de la arquitectura hipocampal ha permitido descifrar algunas de las
mas emblematicas caracteristicas funcionales de esta estructura cerebral, por
ejemplo, es una de las pocas regiones cerebrales que reciben informacion
sensorial multimodal altamente procesada de una gran variedad de origenes
corticales. La habilidad de los circuitos hipocampales para integrar informacion
sensorial de diferente naturaleza radica en la exquisita organizacion de sus
conexiones neuronales. Anatomicamente, y desde una perspectiva coronal, el
hipocampo tiene una estructura en forma de C que protruye hacia el cuerno inferior
del ventriculo lateral. Se subdivide en cuernos de Amoén (CA) 3, 2 y 1. Desde su
capa mas profunda hasta la superficie, el hipocampo ha sido dividido en 5 a 6
capas o estratos: stratum oriens (SO), stratum pyramidale (SP), stratum lucidum
(SL, localizado unicamente en la region CA3), stratum radiatum (SR) y stratum
lacunosum-moleculare (SIm). En el hipocampo existen dos grandes familias de
neuronas, las neuronas principales o piramidales, y las interneuronas. Las
neuronas piramidales tienen su soma localizado en el stratum pyramidale, mientras

que las interneuronas se distribuyen en todos los strata hipocampales.

El hipocampo posee una arquitectura histolégica altamente organizada que ha
facilitado el analisis detallado de su conectividad. En ese sentido, el papel
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fisiologico de la formacion hipocampal esta intimamente ligado con su
citoarquitectura (Lisman, 1999), por lo que su organizacion anatomica y funcional
es de particular relevancia. La organizacion histologica y celular del hipocampo es
tal que su circuiteria basica fue inferida a partir de estudios anatémicos en los que
se usaron técnicas de tincion y de microscopia relativamente rudimentarios. En
este contexto, los trabajos del Maestro Santiago Ramoén y Cajal permitieron las
primeras aproximaciones detalladas de la conectividad y el flujo de informacion a
través de la estructura hipocampal, originando el (ahora arcaico) concepto de
“circuito trisinaptico” (Figura 2). Naturalmente, estudios mas recientes han
permitido el reconocimiento de una circuiteria hipocampal mas sofisticada,
incluyendo subcircuitos y mecanismos de comunicacion alternativos, mas alla de
la doctrina clasica del circuito trisinaptico. Desde un punto de vista reduccionista,
y acotandonos al circuito trisinaptico, el primer relevo sinaptico al hipocampo es
externo, mediante los axones de las células piramidales de la capa Il de la corteza
entorrinal (o via perforante), que hacen sinapsis con células granulares del giro
dentado y con la regién dendritica distal de las neuronas piramidales de CA3. Las
células granulares envian sus axones o fibras musgosas a través del SL de la
region CA3 donde contactan a neuronas piramidales e interneuronas
GABAérgicas. A su vez, las neuronas piramidales de CA3 envian sus axones,
denominados colaterales de Schaffer, a la region CA1, pero también contactan a
otras neuronas piramidales de CA3, formando una red autoasociativa de axones
colaterales. Por ultimo, los axones de las neuronas principales de CA1 constituyen
la salida de la informacion del hipocampo, la cual regresa a la corteza entorrinal y

al subiculo (Knierim & Neunuebel, 2016).
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Figura 2 Circuiteria basica de la formacién hipocampal. Tomada de (Froéhlich, 2016).

1.3.2. Anatomia vy fisiologia celular de la region CA1 del
hipocampo
La region CA1 del hipocampo es probablemente el nucleo mas ampliamente
estudiado, no solo del hipocampo sino de todo el cerebro. Esta region participa de
manera critica en la fisiologia de la memoria episddica, particularmente durante el
proceso de adquisicion de memorias declarativas, esto es: recordar eventos,
hechos y lugares (Remondes & Schuman, 2004; Daumas et al., 2005; Farovik et al.,
2010). La principal capa celular del area CA1, y del hipocampo en si, es el SP,
lugar donde se encuentran los somas de las neuronas piramidales. El SP de CA1
estd densamente empaquetado, comparado con CA2 o CAS3. La capa celular
localizada inmediatamente por debajo del SP es el SO, lugar donde se localizan
las dendritas basales de las neuronas piramidales, ademas del soma de una
enorme variedad de interneuronas GABAérgicas, principalmente IN PV+ que
inervan la region perisomatica de las neuronas piramidales. La capa localizada
inmediatamente superior al SP es el SR, lugar por donde viajan los axones
provenientes de la region CA3, genéricamente denominados colaterales de
Schaffer. La sinapsis que establecen las colaterales de Schaffer con las dendritas
apicales proximales de las neuronas piramidales constituye la principal entrada
excitadora que recibe la regién CA1. Sin embargo, a la altura de las dendritas

apicales mas distales también se establece otra sinapsis excitadora fundamental
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para las funciones de la region CA1, la sinapsis temporoamaonica, cuyos axones

provienen de la corteza entorrinal (Remondes & Schuman, 2004).
Morfologia de las neuronas piramidales de CA1

El complejo arbol dendritico de las neuronas piramidales emerge del soma y se
divide en dos grandes dominios. El primer dominio lo comprenden las dendritas
basales localizadas en el SO, mientras que el dominio apical corresponde a las
dendritas apicales que se extienden desde el SR (dendritas apicales proximales)
hasta el SL-M (dendritas apicales distales). Una caracteristica que comparten las
neuronas piramidales con otras neuronas hipocampales es la presencia de espinas
a lo largo de todo el arbol dendritico. Las espinas dendriticas son el sitio
especializado en la recepcion de informacién a través de sinapsis quimicas,
particularmente de naturaleza excitadora (Nimchinsky et al., 2002). Las neuronas
piramidales estan recubiertas por un aproximado de 30, 000 espinas dendriticas,
encontrandose la mayor densidad de estas en los dominios basal y apical proximal
(Megias et al., 2001; Irie & Yamaguchi, 2004). De hecho, mediante microscopia de
alta resolucion se ha observado que las dendritas mas cercanas al soma estan
casi por completo recubiertas de espinas. Con respecto al axén, es una sola fibra
que emana del soma y proyecta a lo largo del SO y el alveus. A pesar de que las
neuronas piramidales poseen solamente un axon, este arboriza abundantemente,
formando colaterales que contactan a diversos blancos, tanto dentro como fuera
del hipocampo. En ese sentido, el blanco postsinaptico mas relevante de las
neuronas piramidales de CA1 es el subiculo. Un ejemplo de una reconstruccion
morfolégica, asi como los principales contactos sinapticos de una neurona

piramidal de CA1 de un ratén adulto es presentada en la figura 3.
Propiedades electrofisiologicas de las neuronas piramidales de CA1

La fisiologia celular de las neuronas piramidales ha sido estudiada con profundo
detalle (Borde et al., 1995; Routh et al., 2009; Milior et al., 2016). Estas neuronas

expresan un gran repertorio de conductancias iénicas que dan forma a su
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excitabilidad intrinseca. Por ejemplo, poseen corrientes de K* que son activadas a
potenciales supraumbral, como aquellas conductancias dependientes de calcio
que contribuyen a la hiperpolarizacion postpotencial (BK, SK, etc.) (Gu et al., 2007).
Asi mismo, poseen otras corrientes de K+ que se activan a potenciales subumbral,
y que modulan la frecuencia de disparo, tal como las corrientes tipo Ay D (/a e Ip)
(Storm, 1990; Johnston et al., 2000; Griego et al., 2022). Estos canales son de suma
importancia para la fisiologia de las neuronas piramidales, ya que ejercen una
enorme influencia, no solo en la configuracion de su excitabilidad intrinseca, sino
también en sus capacidades computacionales a nivel dendritico y somatico, como

se discutirda méas adelante (Johnston et al., 2003).

Subiculo
Neocorteza
Amigdala, etc.

Axones de CAZ

Via temporoamaonica

Figura 3 Morfologia y principales conexiones sinapticas de las neuronas piramidales de CA1. Imagen
confocal representativa de una neurona piramidal inyectada con biocitina durante registro electrofisiolégico
y su respectiva reconstruccion digital. En negro se muestran soma y dendritas, mientras que el axén se
representa en color rojo.
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1.4. Fisiologia y biofisica de la integracion sinaptica
Una legitima comprension de la fisiologia neural implica el estudio de la capacidad
de las neuronas para integrar y responder a la informacion sinaptica que recibe.
Este fenbmeno computacional es conocido como integracion sinéaptica (Gulledge
et al., 2005). Podemos dividir el fendbmeno general de la integracion sinaptica en
dos procesos claramente diferenciables. El primero toma lugar a nivel dendritico,
donde las entradas sinapticas se suman en funcion de distintas variables tanto
intrinsecas como extrinsecas a la neurona postsinaptica, y se denomina integracion
dendritica. Existen dos elementos de sumacion béasicos involucrados en la
integracion dendritica: la sumacion temporal (la suma de entradas sinapticas
unitarias no simultaneas en el tiempo) y la sumacion espacial (la adicion de eventos
singpticos simultaneos que ocurren en regiones espacialmente separadas).
Ambos tipos de sumacion confieren operaciones computacionales fundamentales
a las neuronas de un circuito determinado. Una vez que la informacion sinaptica
es procesada en los compartimentos dendriticos, las senales sinapticas viajan al
soma y al segmento inicial del axén donde son computadas para determinar si se
genera 0 no un potencial de accion. Si el resultado de la integracion de la
informacion singptica da lugar o no a la generacion de un potencial de accion,
depende de tres variables fundamentales: a) la geometria dendritica y la
localizacion de las entradas sinapticas excitadoras en dominios especificos del
arbol dendritico, b) las propiedades pasivas o de cable y c) las propiedades
activas de la membrana neuronal (Magee, 2000; Fuenzalida et al., 2007; Spruston,
2008). Esto es, el resultado final de la integracion sinaptica sobre la informacion
gue una neurona recibe depende tanto de la geometria como de las propiedades
biofisicas intrinsecas de dicha neurona. Adicionalmente, la inhibicion GABAérgica
de los circuitos locales también influye notablemente en la integracion neuronal

(Hausser & Clark, 1997; Pouille & Scanziani, 2001).

19



| en C. Ernesto Griego Melo %&:}5\ Cinvestav

1.4.1. Geometria dendritica y biofisica neuronal
Las neuronas piramidales de CA1 poseen un arbol dendritico extenso y altamente
complejo, especializado en la recepcion de informacion sinaptica, tanto de
naturaleza excitadora como inhibidora. Ademas de su complejidad estructural, las
dendritas son estructuras con una enorme complejidad funcional al poseer una
gran variedad de receptores y canales ionicos distribuidos de una manera
altamente especifica segun el tipo neuronal. La integracion sinaptica implica un
proceso de filtrado de la informacion, proceso que es determinado por las
propiedades geométricas y eléctricas de las dendritas. A mediados del siglo XX,
Wilfrid Rall desarrollé una teoria matematica, denominada “teoria de cable”, que ha
servido como marco de referencia para estudiar y comprender el filtrado dendritico
(Rall, 1969). De acuerdo con la teoria de cable, la amplitud de una corriente
postsinaptica excitadora (EPSC) que se propaga a lo largo de las dendritas es
influenciada por variables fisicas (resistencia y capacitancia membranal,
resistencia axial, etc.) y por la propia geometria dendritica. Adicionalmente, los
efectos de estas variables electrotonicas dependen de la localizacion del contacto
sinaptico, siendo mas poderosos sus efectos en las sinapsis mas distales respecto
del segmento inicial del axon, el sitio donde se generan los potenciales de accion
(Magee, 2000). Lo anterior puede explicarse en parte, por las variaciones en la
constante de tiempo membranal, la cual es dada por el producto de la resistencia
por la capacitancia especifica membranal, a lo largo del cableado dendritico. Dado
que la capacitancia especifica membranal es esencialmente una constante
bioldgica, variaciones en la constante de tiempo a lo largo del arbol dendritico
reflejan con alta probabilidad cambios en la resistencia debido a diferencias en el
tipo y la densidad de canales idnicos expresados en la membrana dendritica. Asi,
los potenciales postsinapticos excitadores (EPSPs) provenientes de sinapsis
distales sufriran un filtrado mas robusto, lo que generara EPSPs con menor

amplitud y cinética mas lenta.
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En las neuronas piramidales de CA1, la atenuacion sinéptica ocurre principalmente
en la region que existe entre el sitio de contacto sinaptico y la dendrita apical
primaria. Sin embargo, existe un filtraje adicional cuando el EPSP viaja entre la
dendrita primaria y el soma, de tal manera que, tedricamente, un EPSP generado
en una sinapsis distal deberia llegar mucho mas filtrado en términos de amplitud y
forma al soma neuronal, con respecto a un EPSP generado en una sinapsis
proximal. Este cambio en la cinética de los EPSPs debido al filtrado dendritico tiene
consecuencias directas sobre la sumacion sinaptica, prolongando la ventana
temporal de integracion, dentro de la cual los EPSPs mas lentos provenientes de
sinapsis mas distales podran sumarse. De esa manera, la integraciéon dendritica
tiene dos efectos aparentemente contradictorios: producira EPSPs de menor
amplitud, pero al mismo tiempo prolongara la ventana temporal de integracion, ya
que se generaran EPSPs de cinética mas lenta. Sin embargo, experimentos
realizados utilizando liberacién de glutamato enjaulado en diferentes dominios
dendriticos mostraron que la amplitud de las corrientes evocadas es independiente
del sitio de liberacion del glutamato a lo largo del arbol dendritico apical de las
neuronas piramidales de CA1 (Pettit & Augustine, 2000). Otros experimentos,
utilizando estimulacion eléctrica en rebanadas de hipocampo, han demostrado
que, a pesar de que algunas colaterales de Schaffer establecen sinapsis en
dominios distales de las dendritas apicales, los EPSPs provenientes de estos sitios
pueden tener suficiente amplitud y capacidad de sumacion para evocar el disparo
de las neuronas piramidales de CA1. Lo mismo ocurre con la sinapsis
temporoamonica, en las dendritas mas distales de las neuronas piramidales de
CA1. Lo anterior sugiere que existen mecanismos que compensan la atenuacion
dendritica, de tal forma que los EPSPs presentan una amplitud relativamente similar
al llegar al soma neuronal, independientemente de la localizacion de la sinapsis de
la que provengan. Un posible mecanismo involucrado es la propia geometria
dendritica, la cual afecta tanto la amplitud como la cinética de los EPSPs

neuronales. Se ha demostrado, mediante estrategias experimentales vy
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simulaciones computacionales, que a mayor distancia del soma la resistencia de
membrana local incrementa, mientras que la capacitancia local disminuye
(Spruston et al., 1994; Chitwood et al., 1999). Lo anterior se debe probablemente
a que el diametro dendritico disminuye progresivamente en las dendritas mas
distales. Sin embargo, otros mecanismos deben estar involucrados en la
compensacion del filtrado dendritico, como es la presencia y apertura de canales
ibnicos dendriticos. De hecho, la presencia de conductancias iénicas a nivel
dendritico influye en las propiedades integrativas neuronales, tanto a nivel espacial
como temporal: por ejemplo, corrientes catidnicas entrantes podrian brindar un
soporte idnico que reemplace la pérdida de corriente sinaptica durante el filtrado
dendritico (Scott et al., 2010; Lorincz & Nusser, 2010). Adicionalmente, y aunque
corrientes cationicas salientes altamente densas en las dendritas distales como las
In e Ib, pueden tener un efecto sinérgico con el filtrado pasivo en las dendritas, se
sabe que la despolarizacién que provoca la llegada de EPSPs puede tener un
efecto inactivador en esas corrientes transitorias, conllevando a un incremento en
la amplitud de los EPSPs provenientes de las sinapsis mas distales (Johnston et

al., 2000),

En resumen, la integracion sinaptica y el efecto de esta en la amplitud y cinética
de las respuestas singpticas que eventualmente llegaran al soma depende de la
distribucion de tipos especificos de canales idnicos a lo largo del arbol dendritico,

asi como de las propiedades de cable y geometria neuronal.

1.4.2. Inhibicion GABAérgica perisomatica
A pesar de la enorme influencia que las propiedades morfofuncionales de las
neuronas ejercen sobre la integracion sinaptica, hay otro factor crucial que define
la generacion o no del potencial de accion. La inhibicion GABAérgica no solamente
contrarresta los efectos despolarizantes de la excitacion, sino que también es un
factor critico para la actividad en red de un circuito. En ese sentido, la inhibicion

GABAérgica perisomatica tiene como una de sus funciones primordiales restringir
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la sumacion subumbral de la informacion sinéaptica al limitar la ventana temporal

para la integracion de las entradas excitadoras (Pouille & Scanziani, 2001a).

La circuiteria hipocampal, incluyendo la de la region CA1, incorpora subcircuitos
de inhibicion proactiva que limita la duracién de los EPSPs, generando un
requerimiento de coincidencia temporal en las entradas sinapticas para la
generacion del potencial de accion. Asi mismo, subcircuitos de inhibicion por
retroalimentacion limitan la duracion del disparo neuronal en respuesta a estimulos
despolarizantes sostenidos (Pouille & Scanziani, 2004; Freund & Katona, 2007). En
CA1, diferentes subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas inhiben a las
neuronas piramidales inervando diferentes dominios somatodendriticos, siendo las
interneuronas que mas influencia tienen en la integracion sinaptica las que
establecen sus sinapsis directamente en el soma de las neuronas piramidales. Lo
anterior se debe a que la inhibicion directamente en el soma ejercera efectos
similares para los EPSPs que lleguen de cualquier dominio dendritico, mientras que
la inhibicion localizada en compartimentos dendriticos especificos tendra efectos
locales. Las dos principales interneuronas de innervacion perisomatica en CA1 son
las IN PV+ e IN CCK+, ambas genéricamente clasificadas como células de canasta
dada su relativa similitud morfoloégica, pero con claros matices en su fisiologia

celular (Freund & Katona, 2007).

En ese sentido, una gran diversidad de caracteristicas fisioldgicas y moleculares
distinguen las terminales presinapticas de estos dos tipos de interneuronas y sus
sinapsis con las neuronas piramidales de CA1. Una de las caracteristicas que mas
llama la atencion por su importancia fisioldgica, asi como por la utilidad
experimental que representa, es la modulacion presinaptica diferencial a la que
esta sometida la inhibicion de cada una de estas subpoblaciones. Mientras que las
terminales axénicas de las IN PV+ expresan de manera selectiva receptores a
opioides tipo y, los botones presinapticos de las IN CCK+ expresan selectivamente
receptores a endocannabinoides tipo CB1 (Tsou et al., 1999; Drake & Milner, 2002;
Freund & Katona, 2007; Neu et al., 2007). Notablemente, ambos receptores
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pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G,
particularmente a proteinas Gai, por lo que regulan negativamente el ingreso de
calcio a la terminal presinaptica limitando la liberacion del neurotransmisor al
espacio sinaptico, en este caso GABA. Esas particularidades funcionales pueden
ser aprovechadas experimentalmente para evaluar el rol individual de cada una de
estas dos subpoblaciones de interneuronas en la inhibicion perisomatica, y en

consecuencia en la integracion sinaptica de las neuronas piramidales de CA1.

La figura 4 muestra un esquema simplificado de las caracteristicas moleculares de
la inhibicion perisomatica ejercida por IN PV+ e IN CCK+ sobre las neuronas

piramidales de CA1.

Stratum oriens ) ==

H Receptor p opioide

INPV+ IN CCK+ “ Receptor CB1

Stratum pyramidale

@ GABA

' )
‘ ‘ Receptor GABA-A

Stratum radiatum

Figura 4 Inhibicion perisomatica complementaria sobre las neuronas piramidales de CA1. Esquema
representando las dos principales fuentes de inhibicién perisomatica sobre las neuronas piramidales de
CA1. Las IN PV+ expresan al receptor a opioides tipo p, mientras que las IN CCK+ expresan al receptor
CB1 en sus terminales presinapticas. Ambas subpoblaciones de interneuronas ejercen una influencia muy
poderosa sobre la integracion sinaptica al contrarrestar la excitacion proveniente de todos los dominios
dendriticos de las neuronas piramidales de CA1.
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La integracion sinaptica, tan trascendental como parece, no es solo un fenémeno
abstracto de interés exclusivo para experimentadores del campo de la
neurofisiologia. De hecho, se ha teorizado, y desde algunas opticas demostrado,
gue la integracion sinaptica juega un rol esencial en las funciones superiores del
hipocampo, y de todo el cerebro. Por ejemplo, las operaciones computacionales
que constituyen a la integracion sinaptica en su totalidad son la fuente primaria de
informacion usada por la neocorteza e hipocampo para la codificacion de las
funciones cognitivas superiores, como lo son, la memoria y el aprendizaje (Garden
et al., 2008). En ese sentido, si las variables neurofisioldgicas de las que depende
la integracion sinaptica y el adecuado procesamiento computacional de la
informacion estan alteradas, es de suponer que la propia integracion sinaptica
también lo estara. En consecuencia, las funciones cognitivas también podrian estar

comprometidas.

En anos recientes, mucho se ha estudiado acerca de las alteraciones anatémicas,
neuroquimicas y moleculares en los trastornos neuropsiquiatricos asociados a la
MIA. Sin embargo, quedan por ser exploradas, en términos cuantitativos, las
perturbaciones inducidas por la MIA en las variables neurofisiol6gicas de las que
dependen las propiedades computaciones neuronales. En este trabajo realizamos
un acercamiento experimental que tiene como objetivo primario determinar las
modificaciones en la morfologia dendritica, las propiedades electrofisioldgicas
pasivas y activas, la inhibicion GABAérgica y la integracion sinéptica inducidas por

un modelo bacteriano de inflamacidon materno-fetal.
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2. Justificacion

La MIA es un factor de riesgo para el desarrollo trastornos neuropsiquiatricos
asociados a anomalias en el neurodesarrollo, como la esquizofrenia. Sin embargo,
no se ha investigado si la activacion inmune durante el neurodesarrollo modifica
las variables neurofisioldgicas que configuran a la integracion sinaptica en el

hipocampo.

3. Hipotesis

La MIA modificara la geometria y la excitabilidad intrinseca de las neuronas
piramidales de CA1, al mismo tiempo que atenuaréd la inhibicion GABAérgica
perisomatica. En consecuencia, alterara los componentes espaciales y temporales
de la integracion sinaptica en las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo de

la descendencia.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Demostrar, mediante técnicas electrofisioldgicas, anatdmicas y moleculares, que
la MIA altera la morfologia, excitabilidad intrinseca e inhibicion GABAérgica, asi
como y las propiedades computacionales de las neuronas piramidales de CA1 de

la descendencia.

4.2. Objetivos especificos
|.  Validar un modelo de MIA en ratones de la cepa C57BLACK&, mediante la

administracion intraperitoneal de LPS.

lI.  Determinar si la MIA altera la sumacion temporal y espacial en las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia.

lIl.  Determinar el efecto de la MIA en la excitabilidad intrinseca de las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia.

IV.  Determinar el efecto de la MIA en la morfologia y complejidad dendritica de

las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia.
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V. Analizar si la activacion inmune materna modifica la inhibicion GABAérgica
perisomatica sobre las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia y

determinar su influencia en la integracion sinéptica.
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5. Metodologia

5.1. Animales y diseno experimental
Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de ética del
Cinvestav (CICUAL-0063-13), y fueron llevados a cabo bajo estricto apego a la
Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (MON-
062-Z00-1999). Nuestros procedimientos también siguieron los lineamientos
dictados por los Institutos Nacionales de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de

los Estados Unidos de América.

Fueron utilizados ratones de la cepa C57BLACK/6. Hembras de entre 12 y 14
semanas en fase de proestro/estro fueron mantenidas durante una noche con
machos sexualmente expertos, para que copularan. La fase del ciclo estral, asi
como la confirmacion de la copula hasta la eyaculacion fueron corroboradas
mediante frotis vaginal. En el dia gestacional 15 (GD15), a las ratonas
embarazadas les fue administrada una dosis de LPS obtenido de Escherichia coli
del serotipo 026:B6 (500 pg/kg, via intraperitoneal), o bien, de soluciéon salina
isoténica (SSI, NaCl 0.9%). El volumen administrado fue ajustado segun la masa
corporal de los animales (1 mL/Kg). A partir del GD15, cada ratona fue dejada en
una caja individual debidamente acondicionada y se mantuvo ahi hasta el
nacimiento de las crias. El estado general de salud de las crias fue evaluado
evitando el contacto fisico con ellas, y fueron dejadas con sus madres hasta el dia
postnatal 21 (PD21), momento en el cual fueron transferidas en cajas con 4-6
ratones en cada una hasta su uso experimental. En todos los experimentos se
utilizaron Unicamente crias macho de 32+4 dias de vida postnatal. Los animales
empleados en este estudio fueron mantenidos en el bioterio institucional bajo
condiciones ambientales controladas, incluyendo un ciclo luz-oscuridad de 12:12
h, temperatura ajustada a 23 + 1°C y agua y alimento ad libitum. Diariamente, los
animales fueron supervisados con el fin de asegurar que estuvieran saludables y

en condiciones optimas de limpieza.
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A partir de este punto los ratones cuyas madres fueron tratadas con LPS se

denominaran ratones MIA y las crias de ratonas tratadas con SSI, se denominaran

ratones control.

5.2. Medicion de la temperatura corporal
La temperatura corporal de las ratonas administradas con LPS o SSI fue
monitoreada inmediatamente antes de la inyeccion (t = 0) y durante las 3 horas
posteriores, en intervalos de tiempo de 30 minutos (t = 30, 60, 90, 120, 150 y 180)
para registrar evidencia que indicara un proceso febril. Para ello se utilizd un
sistema de termometria infrarroja (FR-1DM1, Microlife, FL, USA), como previamente

se ha reportado (Kawakami et al., 2018).

5.3. Determinacion de niveles séricos de citocinas por ELISA
Muestras sanguineas (=0.5 mL) de ratonas embarazadas fueron obtenidas 1 h
después de ser administradas con LPS o SSI. El suero fue obtenido mediante la
centrifugacion de las muestras de sangre (5000 x g, 5 minutos) para remover el
paquete celular. Las concentraciones séricas de TNF- a e IL-6 fueron determinadas
usando kits de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA)
especificamente disefiados para cada citocina (PeproTech, Cranbury, NJ, USA),
siguiendo las instrucciones de los proveedores. Para cada ensayo, una curva
estandar fue construida, y las absorbancias obtenidas fueron graficadas vy

ajustadas a una funcién polinémica de primer orden de la forma:
f(x) =mx + b,
con la cual se calcularon las concentraciones de las citocinas evaluadas (pg/mL).

5.4. Electrofisiologia

Obtencion de rebanadas de cerebro

Ratones macho de 32+4 dias de vida postnatal fueron profundamente
anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg, via intraperitoneal) e

inmediatamente después decapitados. Los cerebros fueron gentilmente removidos
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del craneoy colocados en una solucion helada a base de sacarosa con la siguiente
composicion (mM): 210 sacarosa, 2.8 KCI, 2 MgSQOa, 1.25 Na:HPO., 25 NaHCOs, 1
MgCl,, 1 CaCl,, y 10 D-glucosa, saturada con una mezcla de carbégeno (95%
02/5% COy). El método para la obtencién de rebanadas sagitales de cerebro que
incluyan a la formacion hipocampal ha sido detallado por nuestro laboratorio en
publicaciones previas (Herrera-Lopez & Galvan, 2018; Griego et al., 2021). Las
rebanadas (350 pm) se mantuvieron a 34°C por 30 minutos sumergidas en liquido
cerebroespinal artificial (aCSF) con la siguiente composicion (mM): 125 NaCl, 2.5
KCI, 1.25 NaHPO,, 25 NaHCOs;, 4 MgCl,, 1 CaCl,, 10 D- glucosa, pH = 7.2.
Después, las rebanadas fueron mantenidas a temperatura ambiente en la misma
solucion por al menos 60 minutos antes de cualquier manipulacion experimental.
Cada rebanada fue transferida a una camara de registro de sumersion de 350 pL
y perfundida con aCSF con la siguiente composicion (mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.25
NaHPO4, 25 NaHCOs; 2 MgCl,, 2 CaCl,, 10 D- glucosa, pH = 7.2, y una
osmolaridad de 280-290 mOsm. Constantemente, el aCSF fue saturado con la
mezcla de carbdgeno. Todos los registros electrofisioldgicos fueron realizados a
una temperatura de 32 + 1°C con la ayuda de un controlador de temperatura de

canal Unico (TC-324C, Warner Instruments, Hamden, CT, USA).

A fin de minimizar desviaciones estadisticas, se utiliz6 un maximo de tres

rebanadas por raton.
Registros electrofisiolégicos de patch-clamp

Rebanadas dorsales de la formacion hipocampal fueron visualizadas con un
sistema optico infrarrojo de contraste de interferencia diferencial (IR-DIC) acoplado
a un microscopio Nikon FN1. Las neuronas piramidales de CA1 fueron identificadas
en funcion de su ubicacion somatica, forma y tamafio. Las pipetas de registro
fueron fabricadas al momento de su uso a partir de capilares de borosilicato,
utilizando un estirador de micropipetas (Modelo P97, de Sutter Instruments), y

tuvieron una resistencia final de 4 — 6 MQ al ser llenadas con una solucién
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intracelular con la siguiente composicion (mM): 135 gluconato de K+, 10 KCI, 5
NaCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 Mg?+-ATP, 0.4 Na*-GTP, 10 fosfocreatina, y pH = 7.2 —
7.28. De manera rutinaria, se anadio biocitina al 0.4 % en la solucién intracelular
con la finalidad de tener un marcador intracelular e identificar post-hoc sus
caracteristicas morfolégicas y realizar una reconstruccion neuronal y analisis
morfométrico. Los registros electrofisiolégicos fueron realizados en la
configuracion de célula completa mediante la técnica de patch-clamp, tanto en la
modalidad de fijacion de corriente (lcamp) cOmMo en fijacion de voltaje (Veamp). LOS
registros se realizaron usando un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices),
y las sefales fueron digitalizadas, muestreadas (10 kHz) vy filtradas (5 kHz)
mediante una Digidata 1322A (Axon Instruments). Las sefiales digitales fueron

adquiridas y analizadas mediante el software pCLAMP11.2 (Molecular Devices).
Andlisis de la excitabilidad intrinseca neuronal

Una vez que el potencial de membrana en reposo (RMP) se estabilizdé en la
modalidad de Veamp, la modalidad fue cambiada a leamp, Y UNa serie de pulsos de
corriente hiperpolarizante y despolarizante fueron inyectados mediante la pipeta
de registro (1 s, incrementos de 30 pA) desde -300 pA hasta la rheobase para la
determinacion de las propiedades intrinsecas membranales, incluida la resistencia
de entrada (Rw), la constante de tiempo (tmemn) Y la corriente rheobase (/rneo)
requerida para evocar al menos un potencial de accion (PA). La Ry fue calculada

como la pendiente de una funcion polinédmica de primer orden de la forma:
f(x) =mx + b,

ajustada a la porcion lineal de la relacion corriente-voltaje de las neuronas
registradas, donde m es la Rn. La tem» Se calculd ajustando una funcion

exponencial de la forma:

t
) =SP4 eT+C,
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a una respuesta de voltaje generada por la inyeccion de un pulso de corriente
hiperpolarizante (1 s, -30 pA), y donde T1; €S la tmems. Finalmente, la lrheo S€E
determind como la intensidad de corriente despolarizante requerida para generar

al menos un PA.
Anadlisis de la frecuencia de disparo neuronal

Para analizar la frecuencia de disparo (f(;)) de las neuronas piramidales de CA1
registradas, fueron construidas curvas de corriente-frecuencia. Para ello, la fi;) fue

graficada con respecto de la intensidad de corriente inyectada. A la curva

resultante le fue ajustada una ecuacion sigmoidal de 3 parametros de la forma:
fay = a/(1 + e7*I7),

donde f(;) es la frecuencia de disparo en funcion de la corriente inyectada, y k es

la ganancia.
Anadlisis de la dinamica del potencial de accion

El andlisis dinamico del PA se realizé construyendo diagramas de fase, los cuales
representan la evolucion dinamica del PA a lo largo del tiempo. Para ello la
ecuacion diferencial dV/dt (mV-s') se grafica con respecto al potencial de
membrana. El bucle resultante fue usado para determinar el umbral (Vy), la
amplitud, la duracion y las velocidades maximas de despolarizacion (VMD) vy

repolarizacion (VMR) del PA.
Anadlisis biofisico de las corrientes de K*tipo A (Ika)

El andlisis de las corrientes de K* se llevo a cabo siguiendo protocolos previamente
reportados por nuestro laboratorio (Griego et al., 2022). Para aislar la Ika, las pipetas
de registro fueron llenadas con una solucion intracelular con la siguiente
composicion: 135 gluconato de K+, 10 KCI, 5 NaCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 Mg?+-
ATP, 0.4 Na*-GTP, and 10 fosfocreatina. Para bloquear las corrientes de sodio de

rapida inactivacion, tetrodotoxina (TTX, 0.5 uM) fue afadida al aCSF. Fue utilizado
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un protocolo farmacoldgico para disociar la lka de la corriente total de K* (Jkioal),
para lo cual 4-aminopiridina (4-AP, 50 pM) y tetraetilamonio (TEA, 5 mM) fueron
incluidos en el aCSF a fin de bloquear las corrientes de K+ tipo D (kp) y las

corrientes de K+ de rectificacion retardada, respectivamente.

La relacion voltaje-corriente (V-1) de la ka fue determinada manteniendo a el
potencial de membrana fijado a -70 mV, para después aplicar comandos de voltaje
de 500 ms desde -90 mV hasta +50 mV en incrementos de 20 mV. Para determinar
la activacion dependiente del voltaje de la ks, las conductancias (G) fueron

calculadas en cada comando de voltaje (V), de acuerdo con la ecuacion:
G=1/(V—"Vep),

donde Vi, es el potencial de equilibrio del potasio. Las conductancias obtenidas
fueron normalizadas (G/Grex), Yy Qgraficadas respecto a sus correspondientes
comandos de voltaje. A esos datos fue ajustada una funcién de Boltzmann de la

forma:
G/Grax=1/1+ e[(V_VW/Z)/K]’

donde Vi es el voltaje requerido para alcanzar la mitad de la maxima activacion
y k es un factor algebraico que denota el grado de dependencia al voltaje de la

activacion de la ka.

Para analizar la inactivacion dependiente del voltaje de la ka, se aplicaron
comandos de voltaje para llevar el potencial de membrana desde el potencial de
mantenimiento (-70 mV) hasta +50 mV, precedidos por comandos de pre-
acondicionamiento de 50 ms desde -90 mV hasta +50 mV en incrementos de 10
mV, disefiados para activar la lka previo al comando de prueba con el cual se
analiza la inactivacion de la corriente. Las amplitudes de las corrientes fueron
normalizadas (//Inax) fueron graficadas respecto a los pulsos de pre-
acondicionamiento y a esos datos les fue ajustada una funcion de Boltzmann de

la forma:
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I/Imax = Imax + (Imax - Imin) (1/1 + e[(V—Vuz)/k])’

donde Vipes el voltaje requerido para alcanzar la mitad de la inactivacion maxima
y k es un factor algebraico que denota el grado de dependencia al voltaje de la

inactivacion de la ka.

Finalmente, la recuperacion de la kka del estado inactivado fue evaluada mediante
la aplicacion de dos comandos de voltaje idénticos (80 ms de duracion, de -60 a
+80 mV). El primer comando fue aplicado con el fin de inactivar a la ka. Entre el
primer comando y el segundo de dejo un intervalo de tiempo creciente desde 20
ms hasta 500 ms en incrementos de 20 ms, a fin de evaluar la dependencia
temporal de la recuperacion del estado inactivado. Las amplitudes fueron
normalizadas (I/lwax) y graficadas respecto al intervalo de tiempo correspondiente
al que se aplico el segundo comando de voltaje. Los datos fueron ajustados con

una funciéon de asociacion exponencial monofasica de la forma:
I/Imax = _A (1 - e_At/T ),

de donde se pudo calcular tizec, que es el tiempo al que se alcanza la mitad de la
recuperacion de la inactivacion de la ka. Todos los ajustes empleados alcanzaron

un coeficiente de determinacion r? > 0.90.
Anadlisis de la actividad sinaptica espontanea

Las corrientes postsinapticas excitadoras e inhibidoras espontaneas (sEPSCs e
sIPSCs, respectivamente) fueron registradas en la modalidad de Vgamp,
manteniendo el potencial de membrana fijo a -70 mV para las sEPSCs y a 0 mV
para las sIPSCs. Las sIPSCs fueron registrados en presencia de D-APV (50 pM)
para bloguear la transmisién dependiente de receptores a glutamato tipo NMDA.
Al final de cada experimento, el antagonista de receptores GABA4 bicuculina (10
uM) fue perfundido para corroborar la naturaleza GABAérigica de las sIPSCs. Se
analizaron los cambios en la frecuencia, la amplitud y la cinética de las corrientes

espontdneas entre ambas condiciones. La cinética de las corrientes fue
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determinada midiendo el tiempo de subida y de decaimiento (tsw Y teec) €ntre el 10-

90% de la amplitud de los eventos promediados de una célula.
Anadlisis de la inhibicion GABAérgica perisomatica

A fin de registrar IPSCs provenientes de los circuitos de inhibicion locales en las
neuronas piramidales de CA1, se colocd un electrodo bipolar en el SR de CA1
(~100 pm del SP) con el cual se estimulé eléctricamente a una frecuencia de
estimulacion de 0.1 Hz. El potencial de membrana fue fijado a 0 mV a fin de obtener
corrientes salientes, las cuales se aislaron farmacoldgicamente mediante la adicion
al aCSF de D-APV (50 puM). Usando un enfoque farmacoldgico, se analizd la
participacion complementaria de las dos principales clases de interneuronas de
inhibicion perisomatica. Para ello se tomo ventaja de la expresion selectiva de los
receptores a opioides tipo p y a endocannabinoides tipo CB1 en las IN PV+ y
CCK+, respectivamente (Heifets et al., 2008; A. F. Hoffman & Lupica, 2000; Krook-
Magnuson et al., 2011; Monday et al., 2020; Shao et al., 2020). La amplitud de las
IPSCs fue normalizada y graficada con respecto al tiempo, segun se describe a
continuacion: 5 minutos de actividad basal, seguida de 5 minutos en presencia del
agonista p opioide (DAMGO, 2 uM) o CB1 (WIN 55, 212-2, 2 uM) y finalmente, 5
minutos en presencia de bicuculina (10 uM) o picrotoxina (50 uM). El porcentaje
de inhibiciéon dependiente de IN PV+ e IN CCK+ se calculé como el porcentaje de
disminucion de la amplitud de las IPSCs en presencia sea de DAMGO o de WIN

55, 212-2 con respecto a la amplitud basal.
Andlisis de la integracion sinaptica
Sumacion temporal

El anélisis de la sumacion temporal se realizé en la modalidad de lgamp, para lo cual
las neuronas se mantuvieron a un potencial de membrana de ~-70 mV. Mediante
un electrodo extracelular localizado en el SR de CA1 (~100 pm del SP), se

estimularon las colaterales de Schaffer para generar trenes de 10 EPSPs a
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frecuencias de 20 Hz y 50 Hz. Se midi6 la amplitud de los EPSPs de cada tren, y

el porcentaje de sumacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

EPSP,y—EPSP,;

) x 100.
EPSP;

% de sumacion = (

En algunos experimentos, el registro de los trenes de EPSPs se realizd en
presencia de ZD-7288 (20 pM) o PTX (50 uM o 100 uM).

Sumacion espacial

Para analizar la sumacion espacial, se colocaron dos electrodos extracelulares en
el SR de CA1, localizados a ~100 pm y ~300 pm de SP, a fin de evocar EPSPs
provenientes de diferentes axones de las colaterales de Schaffer. Se estimuld a
intervalos (At) desde O ms hasta 40 ms, y viceversa, en intervalos de 5 ms entre el
primer y segundo estimulo. Por cada At se realizaron 10 pruebas y se cuantifico la
probabilidad de generar un PA en los diferentes At. Las probabilidades de
generacion de un PA se normalizaron y los datos se ajustaron a una funcién de

densidad de probabilidad continua de Lorentz de la forma:

Pmax

14 (A2 ;xo)z

Paty =

donde P es la probabilidad de generar un potencial de accion, Bpa, €s la
amplitud del centro de la distribucion y y es un parametro de escala que especifica
el ancho medio de la distribucion. El ancho de la curva nos brindé una medida de
la resolucion de la ventana de integracion (esta medida no es idéntica a la
desviacion estandar que se obtendria con un ajuste Gaussiano, como el usado por

(Pouille & Scanziani, 2001), pero tiene el mismo significado estadistico en general).

En algunos experimentos, la ventana de sumacion espacial se realizé en presencia

de PTX (50 uM o 100 uM).
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5.5. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Obtencioén de rebanadas coronales

El procedimiento de obtencion de rebanadas y de Inmunodeteccion de GAD-67
fue realizado como previamente se ha reportado por nuestro laboratorio
(Villanueva-Castillo et al., 2017; Griego et al., 2021). Brevemente, tres ratones
macho de cada condicion fueron profundamente anestesiados con pentobarbital
sédico (b0 mg/kg, via intraperitoneal). Inmediatamente después fueron
perfundidos intracardiacamente con solucion salina isotonica (NaCl, 0.9%) seguida
de PFA al 4 % en buffer de fosfato en buffer de fosfato (PB; pH 7.4). Después, los
animales fueron decapitados y cada cerebro fue removido cuidadosamente vy
fijados en la misma solucién de PFA al 4% por 24 horas a 4°C. Los cerebros fueron
crioprotegidos por inmersion en soluciones de sacarosa de concentracion
creciente (20% y 30%), por al menos 24 horas. Después, los cerebros fueron
congelados, usando 4-metilbutano previamente enfriado, y almacenados a -70°C
hasta su seccionamiento. Se obtuvieron secciones coronales de 30 um con ayuda
de un criostato (bregma -1.22 a -3.28 aproximadamente) y colectadas en placas
de cultivo de 30 pozos donde se mantuvieron sumergidas en solucion
crioprotectora (etilenglicol 25%, glicerol 25% y PB 50%). Las rebanadas fueron

almacenadas a -20°C hasta su uso.
Inmunodeteccion de GAD-67

Las rebanadas fueron lavadas con PBS (4 x10 min) y posteriormente incubadas
en una solucion de PBS con albumina sérica bovina (BSA 3%) y Tritén X-100 0.3%
durante 2 horas. Posteriormente, las rebanadas fueron incubadas toda la noche a
temperatura ambiental en presencia del anticuerpo primario Anti-GAD67 (mouse;
1:500; AB_2278725; Merck Millipore, MA, USA), diluido en una solucién de PBS
con BSA (1%) y Triton X-100 (0.2%). Las rebanadas se lavaron con PBS (4 x10
min) y posteriormente se incubaron en presencia del anticuerpo secundario anti-

mouse Cy5 (policlonal; 1:250; AB_87836; Thermo Fisher, MA, USA) durante 2
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horas. Antes de los ensayos, fue llevado a cabo un proceso de titulacion a fin de
establecer la mejor dilucién empleada para cada anticuerpo (Hoffman et al., 2016).
Una vez finalizada la incubaciéon con el anticuerpo secundario, las secciones se
lavaron con PBS (4 x10 min) y se montaron usando Vectashield vibrance medium
(Vector Laboratories; H-1800). La adquisicion de imagenes se realizd mediante un
microscopio confocal (LSM 800 con Airyscan; Carl Zeiss, Alemania). El anélisis
cuantitativo de las adquisiciones se realiz6 utilizando el software Imaged (NIH

Image, USA).
Inmunodeteccion de GFAP y CD-11b

El procedimiento fue similar al descrito en la seccion previa. Sin embargo, los
anticuerpos usados fueron los siguientes: Anti-GFAP (Goat; 1:500; AB_880202;
Abcam, Cambridge, UK), Anti-CD-11b (Rabbit; 1:500; AB_2889154; Abcam); Anti-
goat Alexa-488 (Donkey; 1:500; AB_2534102; Thermo Fisher MA, USA; Anti-rabbit
Alexa-488 (Donkey; 1:500; AB_2535792; Thermo Fisher). La adquisicion de
imagenes se realizé mediante un microscopio confocal (LSM 800 con Airyscan;
Carl Zeiss, Alemania). El anélisis cuantitativo consistié en el conteo de células

GFAP o CD-11b positivas por campo (640 x 640 um).
Reconstruccion de neuronas marcadas con biocitina

La solucion intracelular con biocitina (0.4%) fue preparada diariamente. Las
rebanadas con neuronas marcadas con biocitina fueron fijadas en PFA al 4% toda
la noche a 4°C. Posteriormente, el PFA fue sustituido por PBS por otras 24 horas a
4°C. Las rebanadas fueron lavadas con PBS (4 x10 min) y posteriormente se
incubaron en una solucién de PBS con albumina sérica bovina (BSA 3%) y Tritdn
X-100 0.3% durante 2 horas. Después, las rebanadas fueron incubadas con
estreptavidina acoplada con el fluoréforo Texas Red (1:500; Vector Laboratories;
SA-5006) durante al menos 5 horas a temperatura ambiental. Finalmente, las
secciones fueron lavadas con PBS (4 x10 min) y montadas usando Vectashield

Vibrance Medium, y analizadas usando un microscopio confocal (LSM 800, Zeiss).
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La longitud de de onda empleada para excitar al fluoréforo fue de 561 nm. Una pila
de imagenes (z-stack) fue obtenido usando el software Zen 2.3 (Carl Zeiss,
Alemania), con la cual se realizé la reconstruccion digital de cada neurona

marcada con biocitina usando el software Imaged (NIH Image, USA).

5.6. Analisis morfométrico neuronal
Para determinar la complexidad dendritica se utilizo el analisis de Sholl con ayuda
del plugin SNT (simple neurite tracer) para Imaged (NIH Image, USA). En este
analisis, circulos concéntricos son dibujados desde el soma cada 10 pym, y el
numero de intersecciones entre los circulos y el arbol dendritico es cuantificado.
Usando este mismo andlisis fueron determinados el radio critico (rc), €l niumero
maximo de intersecciones (Nwax) Y la longitud dendritica total. El area bajo la curva

(AUC) fue calculado mediante la regla del trapezoide de tal forma que:
AUC = lim YN, fi(x)Ax,
Ax—-0

Donde N es el numero de trapezoides, Ax es el ancho de cada trapezoide, y donde

la sumatoria se convierte en la integral de la forma:

[} f(x)dx,

cuando Ax - 0 y N —» oo, cuya inmediata aplicacién indica el area bajo la gréfica
donde f(x) es el nimero de intersecciones. La complejidad dendritica (DCI) fue
determinada como previamente se ha reportado (Valle-Bautista et al., 2020),

aplicando la siguiente ecuacion:

pel = Y. branch tip orders + # of branch tips
~ \(# of primary dendrites)(total dendritic length) )’

39



@g Cinvestav

A en C. Ernesto Griego Melo

5.7. Andlisis de la transcripcion de citocinas por RT-gPCR

Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

La region hipocampal de ratones control o MIA fue lisado utilizando 1 mL de TRIzol
(Sigma-Aldrich). Posteriormente se aislé el ARN utilizando el método de extraccion
fenol-cloroformo y siguiendo las instrucciones incluidas en cada reactivo. EI ARN
extraido se resuspendid en 7 mL de una solucién de RNA Secure. La calidad y
cantidad del ARN fue determinada mediante electroforesis de un gel de agarosa 'y
por andlisis espectrofotométrico (NanoDrop). De ese modo se determiné la
concentracion y el coeficiente 260/280 del ARN de cada muestra. Para la sintesis
del ADNc se utilizé el KIT RevertAid First Strand cDNA Synthesis. La reaccion de
transcripcion reversa se llevo a cabo utilizando 2 ug de ARN y las siguientes

condiciones de termociclado: 5 minutos a 60°C, 1 hora a 42°Cy 10 minutos a 70°C.
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Se analizaron los niveles de expresion de genes de citocinas proinflamatorias en
ratones control 'y MIA mediante RT-gPCR. Para ello, fueron empleados
oligonucledtidos iniciadores especificos para TNF-a, IL-1B e IL-6. Como control, fue
utilizada la expresion de el gen de la enzima de expresion constitutiva
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Las secuencias de los
oligonucledtidos pueden consultarse en la tabla 1. Las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo por duplicado, utilizando 150 ng de ADNc (3 pL), 0.3 uM de
cada oligonucledtido (sentido y antisentido) y 5 uL de Maxima SYBR Green/ROX g-
PCR Master Mix 2X, en un volumen final de 10 yL. Las muestras se amplificaron
utilizando el termociclador PikoReal Real-Time PCR System 96 y las siguientes
condiciones de termociclado: 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos a 95°C por 15 segundos y finalmente 60 °C por 45 segundos. Se utilizé un
paso adicional con un rango de temperatura de 65-95°C para generar una curva
de disociacion (curva Melt), la cual permitié verificar la generaciéon de un solo

amplicon para cada par de oligonucledtidos.
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Para determinar el nimero de ciclos en que la fluorescencia comienza a ser
detectada (Cq) se utilizé el Software PikoReal V 2.2. El valor de Cq fue usado para

calcular la expresion relativa de cada gen, mediante el método 224¢a (Livak &

Schmittgen, 2001).

Nombre Secuencia sentido Secuencia antisentido

del gen
tnf-a 5-GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT-3  5-GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG-3
il6 5-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3 5-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3’
gapdh 5-ATTGTGGAAGGGCTCATGAC-3' 5-AGTGGATGCAGGGATGATGT-3

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la RT-gPCR

41



@g Cinvestav

|. en C. Ernesto Griego Melo

6. Andlisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media + error estandar de la media.
Los gréaficos de violin muestran la mediana, media, rango intercuartil y cada uno
de los datos individuales que conforman la muestra. Todas las comparaciones
estadisticas fueron realizadas entre la descendencia de ratonas inyectadas con
SSI vs aqguellas inyectadas con LPS. Los animales fueron asignados
aleatoriamente a los grupos experimentales a través de un proceso de muestreo
aleatorio simple. La normalidad en la distribucion de los datos experimentales se
validé con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (P = 0.05). La comparabilidad entre
las dos condiciones experimentales fue evaluada por Student’s t-test de dos
colas o por ANOVA de dos factores, segun fuera apropiado. Cuando la F alcanzé
un valor minimo de significancia, se realizaron pruebas de comparacion multiple
mediante la prueba de Holm- Sidak. La comparacién estadistica de las
distribuciones de probabilidad acumulada de la actividad sinaptica espontanea
fue determinada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para todos los
experimentos y comparaciones, los datos se consideraron estadisticamente
significativos cuando P < 0.05. Todos los ajustes matematicos y pruebas
estadisticas se realizaron con ayuda de los softwares Clampfit 11.2 (Molecular

devices) y Graphpad Prism 8.
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7. Resultados

7.1. La inyeccion de LPS en ratonas gestantes induce una respuesta

inflamatoria sistémica y reduce el numero de crias por camada

Ratonas prefiadas de la cepa C57BL/6 recibieron una sola dosis intraperitoneal de
LPS (500 pg/kg) en el GD15 (Fig. 5A). La temperatura corporal fue monitoreada,
observandose un incremento en las ratonas tratadas con LPS con respecto a
aquellas que recibieron SSI. No obstante, tal incremento no fue estadisticamente
significativo (Fig. 5B). La desregulacion térmica en las ratonas inyectadas con LPS
estuvo acompafada de conductas sugerentes de malestar fisico, como
piloereccion y disminucién de la actividad motora, como ha sido reportado
(Biesmans et al., 2016). Para verificar que tales conductas eran consecuencia de
una respuesta inflamatoria sistémica inducida por la inyeccion de LPS, se procedié
a cuantificar los niveles de séricos de TNF-a e IL-6. Ambas citocinas estuvieron
elevadas en el suero de las ratonas que recibieron la dosis de LPS en comparacion
con las ratonas que recibieron SSI (TNF-a en control: 62.1 + 5.83 pg/mL; en LPS:
820.2 + 40.62 pg/mL,; Student’s t-test; ts=18.470; P < 0.001; Fig. 5C. IL-6 en control:
86.1 + 6.78 pg/mL; en LPS: 1310.1 + 71.41 pg/mL,; Student’s t-test; ts=17.060; P <
0.001; Fig. 5D). Adicionalmente, las ratonas inoculadas con LPS tuvieron camadas
con un reducido numero de crias en comparacién con las ratonas control (nUmero
de crias por camada en control: 7.1 = 0.52; en LPS: 4.3 + 0.47; Student’s t-test; tis
= 3.960; P < 0.001; n = 11 animales por cada condicion; Fig. 5E). En conjunto, los
datos previamente descritos indican que la administracion sistémica de LPS a la
dosis empleada induce una intensa activacion inmune materna (MIA) en ratonas

prefadas.
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Figura 5 La administracion sistémica de LPS induce MIA y disminuye el nimero de crias por camada.
A) Esquema del disefio experimental para la induccion de la MIA. B) La inyeccién de LPS induce una
discreta elevacion de la temperatura corporal a partir de los 30 minutos de la administracién. C-D) EI LPS
induce un marcado incremento en los niveles séricos de TNF-a y de IL-6, citocinas indicativas de un proceso
inflamatorio sistémico. E) Ademas de la respuesta inflamatoria, la inyeccion de LPS reduce el nimero de
crias por camada significativamente. La linea roja en los graficos de violin representa la media aritmética,
mientras que las lineas punteadas sefialan el primer y tercer cuartil. ** P < 0.01; *** P < 0.001.

7.2. La MIA incrementa la sumacion temporal en las neuronas

piramidales de CA1 de la descendencia
Ha sido ampliamente documentado que la MIA es un factor de riesgo para el
desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos asociados a alteraciones en el
neurodesarrollo (Knuesel et al., 2014). Sin embargo, poco ha sido descrito de los
mecanismos neurofisioldgicos implicados. En particular, no hay informacion
respecto de como la MIA inducida por LPS o antigenos virales puede alterar las
capacidades computacionales de las neuronas. Por tal razén, decidimos explorar
si la MIA inducida por LPS modifica los componentes temporal y espacial de la

integracion sinaptica de las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia.

Para analizar la sumacién temporal, se registraron trenes de 10 EPSPs evocados a

20 Hz y 50 Hz mediante la estimulacion de las colaterales de Schaffer (Fig. 6A). A
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20 Hz no se encontraron diferencias en la amplitud de los EPSPs a lo largo del tren
(Fig. 6B) ni en el porcentaje de sumacion (% de sumacion en control: 69.37 + 1.86
%; en MIA: 72.47 + 1.63; Student’s t-test; t,s = 1.253; P = 0.221; n = 15 células/8-
10 animales por cada condicion; Fig. 6C). En contraste, durante la estimulacion a
50 Hz se observo una tendencia a que, a lo largo del tren, los EPSPs tuvieran una
mayor amplitud (Fig. 6D). Lo anterior se acompand de un importante incremento
en la capacidad de sumacion de los EPSPs en las neuronas piramidales de CAT
de ratones expuestos a MIA con respecto a los controles (% de sumacion en
control: 201.91 £ 5.61 %; en MIA: 312.62 + 6.74; Student’s t-test; t,s = 12.620; P <
0.001; n = 15 células/8-10 animales por cada condicion; Fig. 6E). Estos resultados
sugieren que la MIA induce una mayor despolarizacion neta en el soma de las
neuronas piramidales de CA1 de la descendencia en respuesta a la estimulacion

a 50 Hz de las colaterales de Schaffer.

7.3. La activacion inmune materna incrementa la sumacion espacial en

las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia
Para analizar el componente espacial de la integracion sinaptica se construyeron
ventanas de integracion sinaptica. Dos electrodos de estimulacion fueron
colocados en el SR de CA1 a 100 y 300 um del soma de la neurona. La intensidad
de estimulacion se ajustd para que cuando las dos vias de estimulacion de las
colaterales de Schaffer fueran estimuladas simultaneamente, la neurona disparara
un PA en aproximadamente un 50% de los casos, como previamente se ha
reportado (Pouille y Scanziani, 2001). La probabilidad de disparo (P,y) fue
disminuyendo gradualmente conforme el At se incrementaba, hasta alcanzar
valores cercanos a 0 a At de 40 ms. La figura 7A muestra trazos representativos de
espigas generadas por la sumacion de las dos vias de estimulacion a At cercanos

a 0 ms, mientras que a valores de At cercanos a los 40 ms no se generan espigas.
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Figura 6 La MIA inducida por LPS aumenta la sumacién temporal en las neuronas piramidales de CA1
de la descendencia. A) Trazos representativos de trenes de EPSPs evocados a 20 Hz y 50 Hz en neuronas
piramidales de CA1 por estimulacion extracelular de las colaterales de Schaffer. B) Gréafico que muestra la
amplitud promedio de los EPSPs a lo largo de los trenes evocados a 20 Hz. C) Grafico de violin que resume
el porcentaje de sumacion de los EPSPs evocados a 20 Hz en ambos grupos experimentales. D) Grafico
que muestra la amplitud promedio de los EPSPs a lo largo de los trenes evocados a 50 Hz. E) Gréfico de
violin que resume el porcentaje de sumacion de los EPSPs evocados a 50 Hz en ambos grupos
experimentales. La linea roja en los graficos de violin representa la media aritmética, mientras que las lineas
punteadas sefialan el primer y tercer cuartil. *** P < 0.001.

A los datos de Py se les ajusté una funcion de densidad de probabilidad continua
de Lorentz para obtener el ancho medio de la ventana de integracion (Fig. 7B). El
ancho de la ventana fue significativamente mayor en las neuronas piramidales de
CA1 de ratones expuestos a MIA en comparacion con los ratones control (ancho
de la ventana en control: 7.82 + 0.34; en MIA: 17.71 + 0.61; Student’s t-test; txs =
14.160; P < 0.001; n = 15 células/8-10 animales por cada condicion; Fig. 7C).
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Figura 7 La MIA inducida por LPS prolonga la ventana de integraciéon espacial en las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia. A) Trazos representativos de EPSPs evocados mediante la
estimulacién de dos vias de las colaterales de Schaffer. En condiciones control, un AP es generado
solamente cuando hay una estimulacion simultanea de las dos vias o el At es cercano a cero, mientras que
las neuronas piramidales de CA1 de animales expuestos a MIA generan espigas a At mayores. B)
Histograma mostrando la P en ambas condiciones experimentales. C) Grafico de violin resumiendo el
ancho de la ventana de integraciéon mediante el ajuste de una funcién de densidad de probabilidad continua
de Lorentz en ambos grupos experimentales. La linea roja en los graficos de violin representa la media
aritmética, mientras que las lineas punteadas sefialan el primer y tercer cuartil. *** P < 0.001.

7.4 La activacion inmune materna incrementa la excitabilidad intrinseca

de neuronas piramidales de CA1 de la descendencia
Las propiedades computacionales de las neuronas dependen de tres factores
fundamentales: la excitabilidad intrinseca, la complexidad morfolégica de las
dendritas y la inhibicion sinaptica perisomatica. Por esa razon, decidimos explorar
si la MIA inducida por LPS modifica estos tres factores. Primero, analizamos
cambios en las propiedades “pasivas” de membrana, para lo cual se construyeron
curvas I-V. La figura 8A muestra trazos de voltaje representativos ante pulsos de
corriente hiperpolarizantes y despolarizantes inyectados a neuronas piramidales
de CA1 de ratones control y expuestos a MIA. Al analizar el comportamiento de la
relacion |-V, encontramos que en las neuronas piramidales de CA1 de los animales
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expuestos a MIA la pendiente de la relacion es mas pronunciada (Fig. 8B). En ese
sentido, aunque el PMR no fue diferente entre ambos grupos experimentales (RMP
en control: -72.9 £ 0.79 mV; en MIA: -74.3 + 0.56 mV; Student’s t-test; tss = 1.543;
P = 0.128; n = 30 células/12-14 animales por cada condicion; Fig. 8C), la Ry y la
Tmemb €StUViEron incrementadas en las neuronas piramidales de animales expuestos
a MIA (Ry en control: = 145.1 = 5.82 MQ; en MIA = 184.1 £ 6.63 MQ; Student’s t-
test; tsg = 4.369; P < 0.001; tmemp€n control: 15.6 £ 0.43 ms; en MIA: 18.7 + 0.51 ms;
Student’s t-test; tss= 4.569; P < 0.001; n = 30 células/12-14 animales por cada
condicion; Fig. 8D-E). Adicionalmente, la Irneo requerida para evocar al menos un
PA estuvo disminuida en los animales cuyas madres fueron inyectadas con LPS
durante la gestacion (lrneo €n control: 152.1 £ 8.41 mV; en MIA = 127.1 £ 5,07 mV;
Student’s t-test; tss = 2.629; P = 0.011; Fig. 8F).

Ademas de las propiedades pasivas de la membrana neuronal, también evaluamos
las propiedades activas de las neuronas piramidales de CA1. Para ello, analizamos
y comparamos la f, de ambos grupos experimentales. La figura 8G muestra
trazos de voltaje representativos evocados por la inyeccion de pulsos crecientes
de corriente positiva (0, 150, 300 y 450 pA). La grafica mostrada en la figura 8H
muestra la f;;, promedio a partir de todos los datos experimentales obtenidos. La
linea de ajuste muestra un desplazamiento a la izquierda, revelando una mayor f
en las neuronas piramidales de animales expuestos a MIA. Un analisis mas
detallado del disparo neuronal revelé cambios en la ganancia y en offset, dos
parametros que representan operaciones computacionales neuronales bien
definidas. En comparacion con las células control, las neuronas de animales
expuestos a MIA mostraron una mayor ganancia (gain en control: 0.056 = 0.005
Hz/pA; en MIA: 0.074 + 0.004 Hz/pA; Student’s t-test; tss = 2.387; P=0.020; n = 30
células/12-14 animales por cada condicion; Fig. 8l) y un offset desplazado a
valores mas cercanos a cero (offset en control: 52.9 + 1.17 pA; en MIA: 31.4 + 1.09
PA; Student’s t-test; tss = 13.390; P < 0.001; n = 30 células/12-14 animales por cada

condicion; Fig. 8J). En conjunto, estos datos demuestran que la MIA inducida por
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LPS modifica las propiedades biofisicas de la membrana que dan forma a la

excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia.
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Figura 8 La MIA inducida por LPS incrementa la excitabilidad intrinseca y la frecuencia de disparo de
las neuronas piramidales de la descendencia. A) Trazos de voltaje representativos ante pulsos de
corriente hiper- y despolarizante. B) Grafico mostrando la relaciéon |-V de las neuronas piramidales de CA1
analizadas. Las neuronas de animales expuestos a MIA muestran una relacién con una pendiente mas
pronunciada, sugiriendo cambios en las propiedades pasivas de la membrana. C-F) Gréaficos de violin
mostrando los efectos de la MIA en las propiedades eléctricas intrinsecas de la membrana de las neuronas
piramidales de CA1. Aunque el PMR no mostré cambios (C), las neuronas de animales expuestos a MIA
exhibieron una mayor Ry, asi como una mayor; tmems (D-E). Como era de esperarse, |a Irneo requerida para
evocar un PA fue menor en animales expuestos a MIA. G) Trazos de trenes de PA evocados en neuronas
piramidales de CA1. H) Gréafico mostrando una mayor frecuencia de disparo en las neuronas piramidales
de CA1 de ratones expuestos a MIA. I-J) Gréficos de violin mostrando que la MIA inducida por LPS aumenta
la ganancia y disminuye el offset de las neuronas piramidales de CA1. La linea roja en los gréficos de violin
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representa la media aritmética, mientras que las lineas punteadas sefialan el primer y tercer cuartil. * P <
0.05; *** P < 0.001.

7.5. La activacion inmune materna altera las propiedades biofisicas de la
corriente de K* tipo A

Ademas de ser un determinante de la excitabilidad intrinseca y de la anatomia del
PA, la corriente de K* tipo A (ka) €s una conductancia fundamental para los
procesos de filtrado e integracion a nivel somatodendritico. Dado que nuestros
resultados sugieren un aumento de la excitabilidad de las neuronas piramidales de
CA1, decidimos explorar la expresion funcional y las propiedades biofisicas de la
lka. La corriente total de K* (ki) fue evocada y a partir de ella se aislé la lka (ver
métodos para mas detalles). La figura 9A muestra trazos representativos de la lka
registrada en neuronas piramidales de CA1 de ratones control y expuestos a MIA.
Se construyeron curvas V-l, para identificar el comportamiento de la lka
observandose sistematicamente una disminucion en la amplitud al pico de la ka en
las neuronas de ratones expuestos a MIA (Fig. 9B). Posteriormente, analizamos la
activacion dependiente del voltaje de la ka. Observamos que las neuronas de
ratones expuestos a MIA exhibieron una ligera menor dependencia al voltaje, ya
gue requirieron una mayor despolarizacion para activar a la lkacomparado con los
animales control. Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(Vi act €N control: -37.4 + 2.90 mV; en MIA: -27.8 + 4.13 mV, Student’s t-test; tix =
1.903; P = 0.081; n = 7 células/5 animales por cada condicién; Fig. 9C). No
obstante, el factor k si fue significativamente menor (k en control: 16.6 = 0.52 mV;
en MIA: 8.7 £ 0.33 mV,; Student’s t-test; ti» = 9.494; P < 0.001). En contraste, la
inactivacion de la ka no mostré diferencias entre ambos grupos experimentales
(Vi act €N control: -57.6 + 2.41 mV; en MIA: -59.2 + 2.34 mV, Student’s t-test; ti2 =
0.489; P = 0.633; ken control: -8.4 £ 0.39 mV; en MIA: -7.7 £ 0.60 mV; Student’s t-
test; t12 = 0.873; P = 0.399; Fig. 9D). Finalmente, analizamos el efecto de la MIA en
la recuperacion del estado inactivado de la ka mediante la determinacion del

tiempo de recuperacion (tigzec). Encontramos que el tieee fue significativamente
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mayor en la lka de ratones expuestos a MIA (tizec €n control: 48.7 + 1.42 ms; en
MIA: 54.6 + 1.63 ms; Student’s t-test; ti, = 2.722; P = 0.018; Fig. 9E). Estos datos
sugieren que el incremento en la excitabilidad de las neuronas piramidales de CA1
de ratones expuestos a MIA se debe, probablemente, a cambios en la expresion
funcional y propiedades biofisicas de canales de potasio Kv4. Lo que, ademas,
podria explicar en buena medida los cambios observados en la integracion
sinaptica, dada la participacion de estos canales en los procesos de filtrado de la
informacion sinaptica que ocurren en las dendritas de las neuronas piramidales de
CA1.
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Figura 9 La MIA inducida por LPS disminuye la expresion funcional y altera las propiedades biofisicas
de la Ika en las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia. A) Trazos representativos de la lka
evocada en neuronas piramidales de CA1 de ratones control y expuestos a MIA. B) La Ika en ratones
expuestos a MIA es considerablemente de menor amplitud que la evocada en ratones control a lo largo de
practicamente todos los test de voltaje empleados. C) La MIA parece alterar la activacion dependiente del
voltaje de la Ika desplazando la curva de activacion hacia potenciales de membrana mas despolarizados.
D) Por otro lado, la inactivacion de la Ika no parece estar afectada en ratones expuestos a MIA. E) El anélisis
de la recuperacion de la inactivacion de la Ika reveld que en las neuronas piramidales de CA1 de
ratones expuestos a LPS durante el desarrollo, la lkarequiere de mas tiempo para recuperarse
del estado inactivado y asi regresar a un estado susceptible de apertura. * P < 0.05.
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7.6. La activacion inmune materna reduce la complejidad morfologica
de las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia
El segundo factor determinante de las capacidades computacionales de las
neuronas es la geometria dendritica, y la complejidad morfolégica en general. Para
analizar si la MIA inducida por LPS modifica la complejidad morfoldgica de las
neuronas piramidales de CA1 de la descendencia, se realizaron anélisis
morfométricos de neuronas que se llenaron con biocitina durante los registros
electrofisiolégicos, y de las cuales se obtuvieron fotografias de alta resolucion y a
diferentes planos focales mediante microscopia confocal. De las imagenes
adquiridas se realizaron reconstrucciones digitales de alta fidelidad, con las cuales
se llevd a cabo el andlisis morfologico (Fig. 10A). Mediante el andlisis de Sholl
(Valle-Bautista et al., 2020) se evalud si la MIA indujo alteraciones en morfologia
dendritica. Los datos revelaron que las neuronas piramidales de CA1 de ratones
expuestos a MIA son morfoldgicamente menos complejas al poseer un menor
numero de intersecciones a lo largo de su eje dendritico (Fig. 10B). La
cuantificacion de ello se realizd mediante la determinacion del area bajo la curva
(AUC en control: 6128 + 246.7; en MIA: 5059 + 160.2; Student’s t-test; tig = 3.635;
P = 0.002; n = 10 células/8 animales por cada condicién; Fig. 10C). Al analizar
otros parametros morfolégicos, encontramos que el radio critico (r;) no estuvo
alterado (r. en control: 200.0 + 6.83 pm; en MIA: 210 + 4.47 um; Student’s t-test; tig
= 1.225; P = 0.236; Fig. 10D). Sin embargo, el numero maximo de intersecciones
(Nmax €n control: 34.10 + 0.88; en MIA: 28.20 + 1.87; Student’s t-test; tig = 2.847; P
= 0.011; Fig. 10E), el numero total de intersecciones (en control: 697.50 + 22.97;
en MIA: 580.10 + 24.64; Student’s t-test; tis = 3.489; P = 0.003; Fig. 10F) y la
longitud dendritica total (en control: 9177 + 335.11 um; en MIA: 7769 + 398.70 pm;
Student’s t-test; tig = 2.704; P = 0.014; Fig. 10G) estuvieron disminuidos en los
ratones expuestos a MIA durante el desarrollo. Finalmente, se calculé el indice de
complejidad dendritica (DIC) mediante el uso de una ecuacion que considera,

ademas del numero de dendritas, el numero total y el orden de los puntos de
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ramificacion (ver métodos para detalles). Los datos revelaron un menor DCI en las
neuronas piramidales de CA1 de ratones cuyas madres fueron inoculadas con LPS
durante la gestacion (DCI en control: 2.73 x 10* £ 1.06 x 103, en MIA: 1.47 x 10* +
1.16 x 103; Student’s t-test; t1s = 7.949; P < 0.001; Fig. 10H). En su conjunto, estos
datos demuestran que la MIA inducida por LPS genera alteraciones tanto a nivel
electrofisiolégico como morfoldgico en las neuronas piramidales de CA1 de la

descendencia, lo que contribuiria a una mayor sumacion de los inputs excitadores.
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Figura 10 La MIA inducida por LPS disminuye la complejidad morfolégica de las neuronas piramidales
de CA1 de la descendencia. A) Reconstrucciones digitales de neuronas piramidales de CA1 de ratones
expuestos a SSI (A1) o LPS (A2) durante el desarrollo. En negro 0 azul se muestran el somay las dendritas,
mientras que en rojo el axén. B) Mediante el analisis de Sholl se determiné el nimero de intersecciones, las
cuales fueron graficadas con respecto a la distancia del soma. Las neuronas piramidales de CA1 de ratones
expuestos a MIA mostraron un menor nimero de intersecciones a lo largo del eje dendritico. C) Grafico de
violin mostrando el area bajo la curva de los graficos en B). D) El radio critico no mostré cambios entre
ambos grupos experimentales. E-G) El numero maximo de intersecciones, el numero total de intersecciones
y la longitud dendritica total estuvieron disminuidos en las neuronas piramidales de CA1 de ratones
expuestos a MIA en comparacion con los controles. H) El calculo del indice de complejidad dendritico reveld
una menor complejidad en el arbol dendritico total de las neuronas de animales expuestos a MIA. * P <
0.05; ** P < 0.01; ** P < 0.001.

7.7 La activacion inmune materna reconfigura el balance excitacion-
inhibicion en las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia
El tercer factor determinante de la integracion neuronal es la inhibicion sinaptica,
particularmente aquella que tiene como blanco, la region perisomatica de las
neuronas piramidales de CA1. Por ese motivo, analizamos la transmision sinaptica
espontanea excitadora e inhibidora (sEPSC e sIPSC, respectivamente) que reciben
las neuronas piramidales de ratones cuyas madres fueron inyectadas con SSI o
con LPS. Las sEPSC e sIPSC fueron registradas a un potencial de membrana de -
70 mV y 0 mV, respectivamente (ver métodos para detalles). Bajo esas
condiciones, registramos la actividad espontanea por 5 minutos, y la amplitud y
frecuencia de los eventos registrados fueron analizados. Las figuras 11A y 11B
muestran trazos representativos de sEPSC en ambas condiciones experimentales.
La figura 11C muestra que la MIA desplaza la curva de probabilidad acumulada
de las amplitudes de las sEPSC hacia valores mas grandes (Kolmogorov-Smirnov
test; P < 0.001; n = 10 células/7 animales por cada condicion; Fig. 11C), lo cual se
confirma al analizar la amplitud media de los sEPSC (amplitud en control: 11.28 +
0.66 pA; en MIA: 15.86 + 1.38 pA; Student’s t-test; tig = 2.988; P = 0.008; Fig. 11C
inset). Asi mismo, la curva de probabilidad acumulada de la frecuencia de las
sEPSC también se encuentra desplazadas hacia la derecha en las neuronas
piramidales de CA1 de animales expuestos a MIA, sugiriendo un arribo a mayor

frecuencia de la actividad sinégptica excitadora (Kolmogorov-Smirnov test; P =
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0.009; Fig. 11D). Lo anterior se confirma al analizar la frecuencia instantanea (IF)
media de las sEPSC registrados (IF en control: 9.25 + 0.53 Hz; en MIA: 11.10 +
0.51 Hz; Student’s t-test; tig = 2.478; P = 0.025; Fig. 11D inset). También se analiz6
la cinética de las sEPSC; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos experimentales (Fig. 11E-F). La perfusion de &cido kinurénico
(2mM) al final de cada experimento permitio confirmar la naturaleza glutamatérgica

de las corrientes registradas.

Respecto de la actividad GABAérgica espontanea, las figuras 11G y 11H muestran
trazos representativos de sIPSC en ambas condiciones experimentales. En las
neuronas piramidales de CA1 de animales expuestos a MIA, la curva de
probabilidad acumulada de las amplitudes de las sIPCS se desplazé hacia la
izquierda, esto es a valores de amplitud menores (Kolmogorov-Smirnov test; P =
0.008; Fig. 111). No obstante, al analizar la amplitud media de las sIPSC no hubo
diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales (amplitud en
control: 30.44 + 3.66 pA; en MIA: 23.86 = 2.51 pA, Student’s t-test; tig = 1.483; P =
0.157; Fig. 11l inset). De manera similar, la MIA produjo un desplazamiento en la
distribucion de las frecuencias, a valores mas pequefios (Kolmogorov-Smirnov test;
P < 0.001; Fig. 11J). En consecuencia, la FI media de las sIPSC fue menor en
animales expuestos a MIA (IF en control: 5.66 + 0.28 Hz; en MIA: 3.99 + 0.32 Hz;
Student’s t-test; t1g = 3.864; P < 0.001; Fig. 11J inset). Finalmente, el analisis cinético
de las sIPSC reveld un discreto incremento en el tiempo de decaimiento (DT) sin
modificaciones en el tiempo de subida (RT) de las sIPSC (Fig. 11K-L). La perfusion
de bicuculina (10 uM) o PTX (50 pM) al final de cada experimento permitié confirmar
la naturaleza GABAérgica de las corrientes registradas. En su conjunto, estos
resultados sugieren modificaciones en el balance excitacion-inhibicion (E-1) en las
neuronas piramidales de CA1 de la descendencia de ratonas inoculadas con LPS.
Particularmente llamativa resulta la disminucion en la frecuencia de las sIPSC,
sugiriendo alteraciones presinapticas en la inhibicion sobre las neuronas

piramidales de CA1.
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Figura 11 La MIA inducida por LPS disminuye la inhibicion y reconfigura el balance E-I en las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia. A-B) Trazos representativos a diferentes escalas temporales de
actividad sinaptica espontanea excitadora (sEPSC) registrada en neuronas piramidales de CA1 de animales
expuestos a SSI o MIA durante el desarrollo. C) Gréafico de probabilidad acumulada mostrando una
redistribucion de las amplitudes de las sEPSC hacia valores mas grandes. Inset: grafico de violin
resumiendo las diferencias en la amplitud media de las SEPSC entre ambas condiciones experimentales.
D) Gréfico de probabilidad acumulada mostrando una redistribucion de la FI de las sEPSC hacia valores
mas grandes. Inset: grafico de violin resumiendo las diferencias en la FI media de las sEPSC entre ambas
condiciones experimentales. E-D) Graficos de violin mostrando que la MIA no produce alteraciones en la
cinética de las sEPSC registradas en las neuronas piramidales de CA1. G-H) Trazos representativos a
diferentes escalas temporales de actividad sinaptica espontanea inhibidora (sIPSC) registrada en neuronas
piramidales de CA1 de animales expuestos a SSI o MIA durante el desarrollo. C) Grafico de probabilidad
acumulada mostrando una redistribucion de las amplitudes de las sIPSC hacia valores mas pequefios.
Inset: grafico de violin resumiendo las diferencias en la amplitud media de las sIPSC entre ambas
condiciones experimentales. D) Grafico de probabilidad acumulada mostrando una redistribucién de la Fl
de las sIPSC hacia valores mas grandes. Inset: grafico de violin resumiendo las diferencias en la FI media
de las sIPSC entre ambas condiciones experimentales. K-L) Gréaficos de violin mostrando las diferencias en
la cinética de los sIPSC entre ambas condiciones experimentales. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

7.8. La activacion inmune materna disminuye la inhibicion GABAérgica

mediada por interneuronas PV+ y CCK+ en la descendencia
La inhibicién perisomatica ejerce un control importante sobre la sumacion de la
actividad sinaptica excitadora. En CA1, resulta particularmente relevante la
inhibicion perisomatica proveniente de IN PV+ e IN CCK+. Como primera
aproximacion, decidimos explorar la expresion de la enzima GAD67 en el
hipocampo, como una medida indirecta de la inhibicion GABAérgica. La figura 12A
muestra una imagen representativa del area CA1 que revela un menor numero de
células inmunorreactivas a GAD67 en el area CA1 de ratones expuestos a MIA en
comparacion con los ratones control. Lo anterior fue corroborado mediante un
analisis cuantitativo (en control: 60.56 = 4.45; en MIA: 45.44 + 5.48; Student’s t-test;
tie = 2.139; P = 0.048; n = 9 rebanadas/3 animales por cada condicion Fig. 12B).
Posteriormente, exploramos directamente la transmision GABAérgica proveniente
de IN PV+ e IN CCK+ en las neuronas piramidales de CA1, haciendo uso de la
manipulaciéon farmacoldégica de estas clases de interneuronas GABAérgicas

especializadas en la inhibicién perisomatica en CA1.
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Figura 12 La MIA inducida por LPS reduce el nimero de células inmunorreactivas a GAD67 en el area
CA1 de la descendencia. A) Inmunofluorescencia para la detecciéon de GAD67 en el area CA1 del
hipocampo de ratones expuestos a SSI o LPS durante la gestacion. B) El andlisis cuantitativo reveld una
disminucion significativa del numero de células GAD67+, sefial de un menor numero de putativas
interneuronas GABAérgicas. Cada punto en los gréaficos de violin es el promedio de 3-4 campos de conteo
en una rebanada. * P < 0.05.

Estimulando con un electrodo extracelular localizado en el SR a ~150 pm del SP
de CA1, se evocaron corrientes postsinapticas inhibidoras (IPSC) a un potencial
de membrana fijo a 0 mV y en presencia de D-APV (50 pM). Se adquirié un registro
basal durante 10 minutos y posteriormente se registraron las IPSC en presencia del
agonista especifico de los receptores a endocannabinoides tipo CB1, WIN 55, 212-
2 (2 uM) durante 10 minutos mas. La figura 13A-B muestra trazos representativos
de las corrientes evocadas bajo las diferentes condiciones farmacoldgicas, asi
Ccomo cursos temporales representativos obtenidos de registros en animales
control (18A) como en animales expuestos a MIA (13B). La estimulacion del
receptor CB1 redujo la amplitud de las IPSC en ~25% en los animales control. Al
analizar el efecto en los animales expuestos a MIA, observamos que la activacion
de los receptores CB1 redujo la amplitud de las IPSC en ~12%, lo cual es
significativamente menor a lo observado en animales control (amplitud durante WIN
en control: 74.07 = 1.31%; en MIA: 88.54 + 1.94%; Student’s t-test; to = 6.614; P <

0.001; n = 10 células/7 animales por cada condicion; Fig. 13C).
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Figura 13 La MIA inducida por LPS reduce el efecto del WIN 55, 212-2 en la amplitud de las IPSC
registradas en neuronas piramidales de CA1 de la descendencia. A-B) Trazos representativos de IPSC
registrados en neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a SSI o MIA durante el desarrollo
prenatal. En la parte inferior se muestran los cursos temporales de una neurona control (A) y una neurona
de un ratén expuesto a MIA (B). Al final de cada experimento se bloqued la transmision GABAérgica con
PTX para corroborar la naturaleza de las respuestas evocadas. C) Graficos de violin mostrando la reduccion
en el efecto del WIN 55, 212-2 en la amplitud de las IPSC de neuronas piramidales de CA1 de ratones
expuestos a MIA. *** P < 0.001.

Después, usamos la activacion de receptores opioides tipo y como estrategia de
silenciamiento sinaptico de INs PV+. La figura 14A-B muestra trazos
representativos de las corrientes evocadas bajo las diferentes condiciones
farmacoldgicas, asi como cursos temporales representativos obtenidos de
registros en animales control (Fig. 14A) como en animales expuestos a MIA (Fig.
14B). La estimulacion del receptor opioide redujo la amplitud de las IPSC en ~45%
en los animales control. Al analizar el efecto en los animales expuestos a MIA,
observamos que la activacion de los receptores opioides tipo y redujo la amplitud
de las IPSC en ~39%, lo cual, aunque discreto, es significativamente menor a lo
observado en animales control (amplitud durante DAMGO en control: 56.18 +
1.41%; en MIA: 61.55 £ 2.24%; Student’s t-test; to = 2.944; P = 0.016; n = 10
células/7 animales por cada condicion; Fig. 14C). Lo anterior sugiere que la

inhibicion perisomatica sobre las neuronas piramidales de CA1 de animales
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expuestos a MIA esta disminuida, particularmente aquella proveniente de IN CCK+

y, en menor medida, IN PV+.
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Figura 14 La MIA inducida por LPS reduce el efecto del DAMGO en la amplitud de las IPSC registradas
en neuronas piramidales de CA1 de la descendencia. A-B) Trazos representativos de IPSC registrados
en neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a SSI o MIA durante el desarrollo prenatal. En la
parte inferior se muestran los cursos temporales de una neurona control (A) y una neurona de un ratén
expuesto a MIA (B). Al final de cada experimento se bloqued la transmision GABAérgica con PTX para
corroborar la naturaleza de las respuestas evocadas. C) Graficos de violin mostrando la reduccién en el
efecto del DAMGO en la amplitud de las IPSC de neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a
MIA. * P < 0.05.

7.9. El bloqueo de la transmision GABAérgica normaliza la integracion
sindptica en las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia.
Para determinar si las alteraciones observadas en la transmision GABAérgica
sobre las neuronas piramidales de CA1 son el factor determinante de la mayor
capacidad de sumacion espaciotemporal observada en las crias de ratonas
inyectadas con LPS durante la gestacion, se procedié a evaluar la integracion

sinaptica en presencia de PTX (50 uM).

Primero, evaluamos la sumacion temporal, repitiendo el protocolo de estimulacion
repetitiva a 50 Hz, que fue donde encontramos diferencias entre ambos grupos
experimentales. Tal y como habiamos observado previamente, la sumacion

temporal fue significativamente mayor en los animales expuestos a MIA con
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respecto a los controles (% de sumacion en control: 199.71 + 2.49 %; en MIA:
311.52 + 10.82 %; Student’s t-test; ti. = 10.160; P < 0.001; n = 8 células/4 animales
por cada condicién; Fig. 15A, D). Para identificar la dependencia de ese
incremento en la sumacion a las alteraciones GABAérgicas observadas y no a
modificaciones en otros mecanismos intrinsecos, decidimos bloquear
farmacolégicamente a la corriente h (k) mediada por canales operados por
nucledtidos ciclicos y activados por hiperpolarizacion (HCN) mediante el
bloqueador selectivo ZD-7288 (20 uM). Si bien, el blogueo de la | incrementa el
porcentaje de sumacion, lo hace en similar magnitud tanto en animales control
como en aquellos expuestos a MIA. De tal manera que, las neuronas piramidales
de CA1 de ratones cuyas madres fueron inoculadas con LPS siguieron mostrando
una sumacion incrementada (% de sumacion en control: 268.30 + 9.96 %; en MIA:
358.41 + 15.38 %; Student’s t-test; ts = 4.916; P = 0.002; n = 5 células/4 animales
por cada condicion; Fig. 15B, D). Después perfundimos la camara de registro con
PTX (50 uM) para bloguear por completo la transmision GABAérgica. Bajo esas
condiciones experimentales, la sumacion temporal aumenté a un nivel tal, que en
ambos grupos experimentales la sumacion llegd a niveles similares, es decir, se
normalizd (% de sumacion en control: 374.12 £ 5.27 %; en MIA: 385.70 + 5.55 %;
Student’s t-test; ts = 1.504; P=0.171; Fig. 15C-D). Estos datos revelan que la mayor
sumacion temporal observada en la descendencia de ratonas inyectadas con LPS
durante la gestacion, se debe a una disminucion en la inhibicion GABAérgica sobre

las neuronas piramidales de CA1.

Después, analizamos si las alteraciones de la transmision GABAérgica también
subyacen el incremento en el ancho de la ventana de sumacion espacial de las
neuronas piramidales de CA1 de la descendencia de ratones inyectadas con LPS
durante la gestacion. Para ello, repetimos el protocolo de sumacion espacial

descrito anteriormente. En la figura 16A1-B1 se muestran histogramas de P, en

animales control y aguellos expuestos a MIA.
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Figura 15 El bloqueo farmacolégico de la transmision GABAérgica normaliza los cambios observados
en la sumacioén temporal en las neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a MIA. A-C) Trazos
representativos de trenes de EPSPs evocados a 50 Hz en neuronas piramidales de CA1 por estimulacion
extracelular de las colaterales de Schaffer en condiciones basales (A), en presencia de ZD7288 (B) y en
presencia de PTX (C) en ambos grupos experimentales. D) Graficos de violin mostrando las diferencias en
la sumacion temporal entre animales control y aquellos expuestos a MIA. El ZD7288 aumenta la sumacion
en ambos grupos, sin normalizarla. Por otro lado, el bloqueo de la transmisién GABAérgica aumenta aun
mas la sumacion, logrando normalizarla en ambos grupos experimentales. ** P < 0.01; *** P < 0.001.

Como se esperaba, el ancho de la ventana de integracion espacial fue
significativamente mayor en las neuronas piramidales de CA1 de animales
expuestos a MIA (ancho de la ventana en control: 8.28 + 0.42; en MIA: 19.08 +
1.53; Student’s t-test; 1t = 6.793; P < 0.001; n = 5 células/4 animales por cada
condicion; Fig. 16C1). La adicion de PTX al bafo de registro generd un incremento
significativo en la Py, y €n consecuencia en el ancho de la ventana de integracion
(Fig. 16A2-B2), alcanzando valores similares en ambos grupos experimentales
(ancho de la ventana en control: 21.34 £ 0.71; en MIA: 22.44 + 0.82; Student’s t-
test; ts = 1.016; P = 0.339; Fig. 16C2).
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Figura 16 El bloqueo farmacolégico de la transmision GABAérgica normaliza los cambios observados
en la sumacion espacial en las neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a MIA. A1-B1)
Histogramas mostrando la distribucion de P,y con respecto a los diferentes At en condiciones basales en
neuronas piramidales de CA1 de ratones control (A1) y aquellos expuestos a MIA (B1). C1) Graficos de
violin mostrando el ancho de las curvas de integracion obtenidas mediante un ajuste lorentziano a los
histogramas de A1-B1. A2-B2) Histogramas mostrando la distribucion de Py con respecto a los diferentes
At en presencia de PTX (50 pM) en neuronas piramidales de CA1 de ratones control (A2) y aquellos
expuestos a MIA (B2). C2) Graficos de violin mostrando el ancho de las curvas de integracion obtenidas
mediante un ajuste lorentziano a los histogramas mostrados en A2-B2. El bloqueo de la inhibicion
GABAérgica lleva la sumacion espacial de ambos grupos experimentales a valores similares. *** P < 0.001.

7.10. Las alteraciones neurofisiolégicas y neuroanatémicas en el
hipocampo de la descendencia no se acompafan de un estado

neuroinflamatorio

La microglia y los astrocitos son células del sistema inmune que residen en el

cerebro y que juegan un rol preponderante durante el neurodesarrollo (Clarke &

Barres, 2013; Sominsky et al., 2018). Se ha documentado que la MIA inducida por

antigenos virales o bacterianos, altera la actividad y el numero de células

microgliales y astrocitos, o que afecta el neurodesarrollo fetal (Petrelli et al., 2016).

Por ello, decidimos analizar si la MIA inducida por LPS altera la densidad de la

microglia y de los astrocitos en el hipocampo dorsal de la descendencia mediante
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ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las microfotografias
mostradas en las figuras 17A y 17C muestras adquisiciones representativas de
células positivas para GFAP y CD-11b, marcadores de astrocitos y microglia,
respectivamente. Contra toda expectativa, no se encontraron cambios
significativos en el numero de células positivas a GFAP (en control: 274.9 + 14.74
células; en MIA: 316.10 + 17.11 células; Student’s t-test; tis = 1.821;, P=0.087; n =
9 rebanadas/3 animales; Fig. 17B) ni en el numero de células positivas a CD11-b
(en control: 349.90 + 26.19 células; en MIA: 393.11 = 24.04 células; Student’s t-
test; t1s = 1.213; P = 0.242; Fig. 17D) entre ambos grupos experimentales. Estos
datos sugieren que la MIA no altera el niumero de astrocitos y/o células de la
microglia en la edad evaluada. Sin embargo, podria haber marcadores
inflamatorios a nivel molecular que indiquen que los ratones expuestos a MIA
cursan O cursaron por un proceso neuroinflamatorio. Por esta razén, decidimos
medir la expresion de citocinas proinflamatorias en el hipocampo de ratones
expuestos a SSI o LPS en dos puntos del desarrollo postnatal (PND 1y PND 28-
35).

Consistente con la ausencia de alteraciones cuantitativas en la microglia vy
astrocitos, los ensayos de RT-gPCR no mostraron un incremento de la expresion
de citocinas proinflamatorias en el hipocampo de la descendencia. Curiosamente,
en el PND1 parece haber una disminucion en la expresion de estas citocinas
(expresion relativa de TNF-a en control: 1.01 + 0.04; en MIA: 0.88 = 0.12; Student’s
t-test; t10 = 0.934; P = 0.372; Fig. 18A; expresion relativa de IL-1B en control: 1.01
+ 0.04; en MIA: 0.39 = 0.11; Student’s t-test; 110 = 5.328; P < 0.001; Fig. 18B;
expresion relativa de IL-6 en control: 1.02 + 0.07; en MIA: 0.43 + 0.10; Student’s t-
test; 110 =4.701; P < 0.001; Fig. 18C). Mientras que en PND 28-35 no hubo cambios
significativos en ninguna direccion en la expresion de estas citocinas (expresion
relativa de TNF-a en control: 0.99 + 0.09; en MIA: 0.81 + 0.07; Student’s t-test; t18
= 1.602; P = 0.126; Fig. 18D; expresion relativa de IL-1B en control: 0.91 + 0.12; en
MIA: 0.84 + 0.15; Student’s t-test; t8 = 0.381; P = 0.713; Fig. 18E; expresion relativa
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de IL-6 en control: 1.19 + 0.19; en MIA: 1.09 + 0.27; Student’s t-test; 118 = 0.234; P
= 0.817; Fig. 18F).

= 500
=
5 o
3 8 400
OR S 400
<
O
| 2300 £y a
é
4 LL 200 z
19
(/2]
Q
= 100
& § S
== J
0 T T
Control MIA
S 600
= i o
[<§ - ]
oN £ 500
o 8
S 400
+
Q q
= 300 v
3
- 200
@
=
” S 100
=
: 0 T T
Control  MIA

Figura 17 La MIA inducida por LPS no altera significativamente la densidad de astrocitos y microglia
en el hipocampo dorsal de la descendencia. A) Imagenes confocales representativas del inmunomarcaje
para astrocitos (GFAP+) en CA1. C) Iméagenes confocales representativas del inmunomarcaje para
microglia (CD-11b+) en CA1. B-D) Graficos de violin mostrando una densidad de astrocitos (B) y microglia
(D) en ambos grupos experimentales. Cada punto representa el conteo de un campo en una rebanada.

En su conjunto, nuestros datos sugieren que, aunque es altamente probable que
la MIA inducida por LPS genere una respuesta inflamatoria materna que alcance

al feto, esto ocurra Unicamente durante el desarrollo intrauterino. Es decir, una vez
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gue se alcanza la vida extrauterina el proceso neuroinflamatorio comienza a
atenuarse. Sin embargo, como nuestros datos muestran, persiste un importante
desequilibrio en la expresion de citocinas en el hipocampo, y muy seguramente en
otras estructuras cerebrales de la descendencia. Lo anterior es indicativo de que
las alteraciones morfolégicas y electrofisiolégicas observadas en la descendencia
de ratonas inyectadas con LPS se debe a procesos que ocurren fundamentalmente

durante el periodo de desarrollo previo al nacimiento.
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Figura 18 La MIA inducida por LPS no produce un estado neuroinflamatorio que persista hasta la edad
juvenil en la descendencia. A-C) Graficos de violin mostrando los efectos de la MIA en la expresion de
citocinas proinflamatorias candnicas en el hipocampo de la descendencia en el PND 1. D-F) Gréficos de
violin mostrando los efectos de la MIA en la expresion de citocinas proinflamatorias candnicas en el
hipocampo de la descendencia en el PND 28-35. *** P < 0.001.

66



| en C. Ernesto Griego Melo %5}8\ Cinvestav

8. Discusion

En esta tesis hemos brindado evidencia experimental de las alteraciones
anatomicas y neurofisiolégicas que la MIA inducida por LPS genera en el
hipocampo dorsal de la descendencia, en edad juvenil. En primer lugar, validamos
un modelo de MIA mediante la inyeccion intraperitoneal de LPS en ratonas
gestantes, el cual incrementd citocinas proinflamatorias canodnicas a nivel
sistémico y disminuyo el numero de crias por camada. En las crias, la MIA indujo
un incremento en la excitabilidad intrinseca, que se acomparno por una disminucion
en la complejidad dendritica y en la inhibicion GABAérgica perisomatica sobre las
neuronas piramidales de CA1. Estas alteraciones condujeron a una mayor
integracion dendritica de las sefales singpticas excitadoras, tanto a nivel temporal
como espacial. Las alteraciones neurobiolégicas descritas en esta tesis
representan un prodromo potencialmente relevante para comprender los
trastornos neuropsiquiatricos asociados a la MIA que surgen durante la
adolescencia, que fue la edad a la que se evaluaron estas alteraciones en nuestro
modelo murino. Los sintomas precursores de padecimientos psiquiatricos, que

preceden y anuncian el comienzo de ésta.

8.1. La activacion inmune materna incrementa la integracion sinaptica y

la excitabilidad neuronal en el hipocampo
El primer hallazgo de este trabajo fue que las neuronas piramidales de CA1 de la
descendencia de ratonas inyectadas con LPS durante la gestacion mostraron una
ventana temporal mas amplia para la integracion de la informacion sinaptica y por
ende un incremento en su probabilidad de disparo en respuesta a la actividad de
otras neuronas. La integracion sinaptica es un fendmeno fundamental en la
fisiologia neuronal y depende fundamentalmente de 3 factores: la excitabilidad
intrinseca neuronal, la geometria y complejidad dendritica y la inhibicién a nivel
perisomatico ejercido por interneuronas GABAérgicas. En ese sentido, nosotros
encontramos que tanto la sumacion temporal como la espacial estuvieron

incrementadas en las neuronas piramidales de CA1 de ratones expuestos a MIA.

67



| en C. Ernesto Griego Melo %5}8\ Cinvestav

Por un lado, la sumacion espacial permite la integracion de eventos sinapticos
provenientes de diferentes partes de una neurona, por lo que implica mas de un
origen presinaptico (Hao et al., 2009). La sumacion espacial es un fendbmeno que
usualmente no es lineal y depende de las propiedades biofisicas intrinsecas de la
membrana, especialmente de la twemp Y de la inhibicidn perisomatica proveniente
de interneuronas GABAérgicas. Justamente, la inhibicion GABAérgica restringe el
margen temporal en que dos eventos sinapticos de diferente origen se sumen
eficientemente para generar un potencial de accion en la neurona postsinaptica
(Pouille & Scanziani, 2001). Por otro lado, la sumaciéon espacial permite la
computacion de eventos singpticos sucesivos provenientes del mismo origen
presinaptico (Hao et al., 2009). Aungque por mucho tiempo se asumié que la
sumacion temporal es una propiedad eminentemente pasiva de las neuronas, se
han reportado mecanismos iénicos que participan activamente en la modulacion
de la eficacia con que la sumacién temporal ocurre, tanto en neuronas piramidales
como en interneuronas del hipocampo y neocorteza (Carr et al.,, 2007; Carr &
Surmeier, 2007). Este tipo de sumacion, sin embargo, también depende de las
propiedades pasivas de la membrana y de la inhibicion GABAérgica que recibe la
neurona postsinaptica. En ese sentido, nosotros caracterizamos la excitabilidad
intrinseca de las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia a fin de evaluar
si los cambios observados en la integracion sinaptica se asociaban a cambios en
la excitabilidad. Aunque no hubo cambios significativos en el PMR, encontramos
un incremento sistematico en la Ry y 1a tmems, @si como una disminucion en la Ianeo,
sefales inequivocas de un incremento en la excitabilidad celular. Ya que las
propiedades pasivas de las membranas neuronales dependen de las propiedades
biofisicas y la expresion funcional de conductancias activas cerca del PMR, tales
como canales de K+ de dominio de dos poros (K2P) y canales de K* de rectificacion
entrante (Kir) (Isomoto et al., 1997; Hibino et al., 2010). La disminucion de estos
canales conduce a un incremento en la excitabilidad neuronal, y viceversa (Lee

and Jan, 2012; Griego et al., 2022). Consistente con este punto, la MIA altera la
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expresion de los genes que codifican para canales K2P (Amodeo et al., 2019), y

modifica la expresion funcional de canales Kir (Jeremic et al., 2021).

Ademas de estas alteraciones en las propiedades pasivas, encontramos un
incremento significativo en parametros cuantitativos del disparo (frecuencia,
ganancia, offset, etc.) que confirman un incremento en la excitabilidad neuronal.
En linea con nuestros hallazgos, otros grupos han demostrado que la MIA, inducida
ya sea por LPS o por poly I:C, modifica la excitabilidad neuronal hipocampal
(Pineda et al., 2013; Patrich et al., 2016; Fernandez et al., 2019). Un mecanismo
ibnico que subyace al fendbmeno de hiperexcitabilidad inducido por MIA, es la
expresion aumentada y/o actividad de canales de K+, particularmente canales de
K+ dependientes de voltaje de rapida inactivacion, como los Kvl y Kv4,
responsables de las corrientes tipo D y A (ko € ka, respectivamente). En ese
sentido, encontramos una menor ka en las neuronas piramidales de CA1 de
ratones expuestos a MIA. La ka juega un papel preponderante en la regulacion de
la Ry, la frecuencia de disparo y la anatomia del potencial de acciéon (Kim et al.,
2005; Griego et al., 2022). Ademas, la ka €S un factor clave para determinar la
eficacia de la integracion dendritica en las neuronas del hipocampo (Spruston,
2008). En estudios previos, hemos mostrado evidencia de que modificaciones en
la expresion funcional de la lka conduce a cambios en la excitabilidad intrinseca de
las neuronas piramidales de CA1 (Griego et al., 2022). Otros estudios demostraron
gue alteraciones en la expresion funcional de esta conductancia en diferentes tipos
neuronales conduce a defectos en la induccién y expresion de diferentes formas
de plasticidad funcional, como la plasticidad sinaptica e intrinseca (Griego,
Hernandez-Frausto, et al., 2022; Johnston et al., 2003; J. Kim & Hoffman, 2008). Sin
embargo, este es el primer trabajo que describe estas alteraciones en un modelo
de MIA inducido por LPS.
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8.2. La activacion inmune materna altera la complejidad y geometria
neuronal
Se ha discutido sobre los sustratos biofisicos que dan forma a la capacidad
computacional de las neuronas; sin embargo, la geometria dendritica y las
caracteristicas morfométricas neuronales también son factores que determinan la
eficacia con la que la informacion sinaptica se integra en el compartimento
somatodendritico de las neuronas piramidales de CA1 (Gulledge et al., 2005). En
esta tesis se realizé un analisis morfométrico sistematico de las dendritas, y se
encontré que las dendritas apicales y basales de las neuronas piramidales de CA1
del hipocampo dorsal de animales expuestos a MIA tuvieron una menor
complejidad en comparacion con los animales control. Nuestros datos son
consistentes con estudios previos que mostraron un menor desarrollo vy
complejidad dendritica, asi como reduccion en el numero y volumen de las espinas
dendriticas en respuesta a la MIA (Baharnoori et al., 2009; Fernandez de Cossio et
al., 2017). Una reestructuracion en la arquitectura dendritica podria contribuir a los
cambios en las propiedades pasivas encontradas en este trabajo, de acuerdo con
la teoria de cable de Rall. En ese sentido, alteraciones morfoldgicas pueden tener
resonancia en la excitabilidad e integracion sinaptica neuronal (Magee, 2000;
Spruston, 2008; Komendantov & Ascoli, 2009). La disminucion en el numero
dendritas y/o espinas dendriticas es un hallazgo recurrente en diferentes modelos
de trastornos neuropsiquiatricos, como el TEA y la esquizofrenia, dado que la MIA
se ha asociado con un riesgo a desarrollar tales trastornos, es viable hipotetizar
gue estas alteraciones sean sustrato bioldgico de los sintomas presentes en estas
enfermedades. Ha sido sugerido que el desequilibrio inmune en el feto a
consecuencia de la MIA, caracterizado por niveles anormales de citocinas pro- y
antiinflamatorias, asi como por otros componentes de la inmunidad como la
activacion de la microglia, sean los mecanismos detras de las alteraciones en la
morfologia de las neuronas hipocampales y corticales (Pekala et al., 2021). Aunque

en este trabajo no se exploraron los potenciales mecanismos moleculares que
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subyacen al deterioro en la complejidad morfolégica inducida por la MIA, es un

topico que demanda ser investigado dada su relevancia.

8.3. La activacion inmune materna altera el equilibrio E-l y reduce la
inhibicion perisomatica en la descendencia
La inhibicion GABAérgica resulta fundamental para preservar el equilibrio sinaptico
y la homeostasis cerebral, y asi lograr que el neurodesarrollo se conduzca con
normalidad (Represa & Ben-Ari, 2005; D. D. Wang & Kriegstein, 2009). En ese
sentido, al analizar la actividad sinaptica espontanea, encontramos evidencias de
que la MIA inducida por LPS altera el balance E-lI en el cerebro neonatal,
aumentando la excitacion al mismo tiempo que disminuye la inhibicion GABAérgica
qgue inerva a las neuronas piramidales de CA1 de la descendencia. Por si fuera
poco, la inhibicion GABAérgica perisomatica dependiente de IN PV+ e IN CCK+
fue menor en los animales expuestos a MIA. En consecuencia, la integracion
sinaptica estaria particularmente alterada en los dominios dendriticos proximales
de las neuronas piramidales de CA1, dado que es ahi donde llegan las conexiones
GABAérgicas procedentes de estas dos clases de interneuronas (Freund &
Katona, 2007). La transmision GABAérgica, los circuitos locales inhibidores y toda
la maquinaria asociada a mantener el balance E-l maduran en las etapas prenatal
y postnatal temprana (di Cristo, 2007; Lopatina et al., 2019). Los diferentes pasos
en este proceso de maduracion GABAérgica, incluida la migracion de
interneuronas y la consolidacion de los circuitos GABAérgicos en el hipocampo y
la corteza, son sensibles a las moléculas de la inmunidad innata, cuya liberacion y
actividad es estimulada tras la induccion de la MIA (Labouesse et al., 2015;
Fernandez et al., 2019; Canales et al., 2021). Nuestros resultados estan alineados
con la hipotesis de que las alteraciones en la inhibicion GABAérgica son una firma
caracteristica en modelos de trastornos neuropsiquiatricos en los cuales la corteza
y el hipocampo estan involucrados (Kolata et al., 2018; Marin, 2012). En conjunto,
nuestros datos sugieren que los circuitos GABAérgicos locales en la region CA1

del hipocampo dorsal estan mermados, lo cual, junto con las alteraciones en la

71



| en C. Ernesto Griego Melo %5}8\ Cinvestav

excitabilidad intrinseca y en la morfologia neuronal, conduce a un estado de
hiperexcitabilidad y pérdida en la fidelidad espaciotemporal de la integracion
sinaptica. Estas alteraciones neurofisiolégicas servirian como sustrato para las
conductas alteradas que se han reportado en este modelo y otros modelos
similares de MIA (; Sim&es et al., 2018; Bergdolt & Dunaevsky, 2019; Haida et al.,
2019), asi como en diferentes modelos de esquizofrenia y TEA. En todo caso, més
experimentos son requeridos para dilucidar los mecanismos moleculares vy

epigenéticos involucrados en los fendmenos aqui descritos.

8.4. Ausencia de indicadores de neuroinflamacion aguda en la
descendencia
Ha sido reportado que diferentes moléculas asociadas a la respuesta inmune,
como las citocinas y los elementos moleculares del sistema de complemento,
ejercen cierta influencia en la fisiologia del SNC. Por ejemplo, se ha visto que
diferentes citocinas tienen la capacidad de alterar la expresion funcional y las
propiedades biofisicas de canales ibnicos dependientes de voltaje, afectando en
consecuencia la excitabilidad y propiedades plasticas neuronales (Schéfers &
Sorkin, 2008; Vezzani & Viviani, 2015). Asi mismo, la estimulacion del sistema
inmune mediante la inoculacion de sustancias antigénicas, como el LPS, a nivel
sistémico, conduce a alteraciones en la fisiologia cerebral (Griego et al., 2022). En
ese sentido, dados los cambios en la excitabilidad intrinseca encontrados en este
estudio, se esperaba que el cerebro de los ratones expuestos a MIA inducida por
LPS mostraran patrones indicativos de neuroinflamacion. Al analizar la densidad
de células microgliales y astrocitos, no encontramos cambios significativos. Sin
gue se realizara un analisis morfoldégico sistematico, tampoco se encontraron
alteraciones en la morfologia de la microglia que sugiriera que estuviera en un
estado reactivo. Por otro lado, el analisis cuantitativo de la expresién de genes que
codifican para citocinas proinflamatorias mediante RT-gPCR tampoco reveld
sefiales de un proceso neuroinflamatorio activo ni a la edad empleada para los

experimentos de fisiologia (28-35 PND) ni a una edad postnatal temprana (1 PND).
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De hecho, al PND 1 encontramos una disminucion en la expresion relativo de los
genes evaluados (TNF-a, IL-1 B e IL-6). Lo anterior es indicativo de que la
desregulacion inmunoldgica en el organismo fetal inicia inmediatamente después
de la induccion de la MIA y prevalece hasta los primeros dias de vida postnatal,
sin que ello implique necesariamente un estado neuroinflamatorio. En contraste,
otros reportes han sugerido que las alteraciones en la expresion de citocinas y
marcadores inflamatorios perduran hasta la edad juvenil, e incluso, hasta la edad
adulta (Girard et al., 2010; Ratnayake et al., 2012). La explicacion mecanistica para
tales discrepancias, asi como para la comprension de como tales alteraciones
inmunes conducen a las perturbaciones neurofisiolégicas y conductuales

reportadas en este modelo requieren mayor investigacion.
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9. Conclusion

Los datos reportados en esta tesis nos permiten concluir que la administracion
sistémica de LPS obtenido de Escherichia coli del serotipo O26:B6 en ratonas
gestantes de la cepa C57BL/6 induce una potente respuesta inmune que conduce
a perturbaciones en el neurodesarrollo fetal, lo cual se refleja en alteraciones en el
hipocampo dorsal, tanto a nivel anatdmico como neurofisioldgico. Como resultado,
la descendencia de las ratonas inyectadas con LPS muestran una expresion
funcional disminuida de multiples canales idnicos, una mayor excitabilidad
intrinseca y disparo de potenciales de accion, un desequilibrio en el balance E-I, y
una menor complejidad en las arborizaciones dendriticas de las neuronas
piramidales de CA1. Todo lo anterior se suma para generar una integracion
sinaptica aberrante a nivel hipocampal, lo que puede ayudar a explicar los
fenotipos conductuales que se han caracterizado en este modelo de dafio en el

neurodesarrollo.

Este estudio proporciona evidencia experimental que abona a nuestra
comprension de como insultos inflamatorios durante la gestacion conllevan a un
incremento en el riesgo de desarrollar trastornos neuropsiquiatricos en la

descendencia.
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10. Perspectivas

6 ldentificar los mecanismos moleculares que relacionan la desregulacion
inmune con las alteraciones morfologicas y biofisicas en las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia

© Explorar las subclases especificas de interneuronas GABAérgicas
afectadas por la MIA, mediante el uso de tecnologia de ingenieria genética.

® Una vez identificadas, explorar potenciales alteraciones moleculares,
morfologicas, biofisicas y sinapticas en las interneuronas GABAérgicas
alteradas.

0 Explorar probables alteraciones en la plasticidad funcional de las neuronas
piramidales de CA1 de la descendencia, en especifico la plasticidad
sinaptica e intrinseca.

6 Comparar este modelo de MIA inducida por antigenos bacterianos con otros
modelos similares pero inducidos con antigenos virales. Asi mismo,
comparar las consecuencias en la descendencia cuando el evento inductor

ocurre en otro momento del desarrollo fetal.
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