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Resumen

El desarrollo, refinamiento y plasticidad de los circuitos neuronales son procesos esenciales
en la fisiologia del sistema nervioso en el que participan no solamente las neuronas sino las células
gliales. De particular importancia es el papel de la microglia, la cual regula la supervivencia neuronal
durante el desarrollo, la consolidacion y posterior eliminacién de sinapsis y la excitabilidad de los
circuitos neuronales. Esta amplia gama de funciones depende de vias de sefializacion entre las
neuronas y la microglia para su correcta ejecucion; entre estas vias se destaca la via de la
fractalquina. La fractalquina es una citosina quimiotactica para la microglia que es producida
principalmente por las neuronas en estados fisioldgicos. Su Unico receptor conocido es expresado
por la microglia en el sistema nervioso central, por lo que esta via constituye un eje de comunicacion
particularmente selectivo entre neuronas y microglia. La interrupcién de esta via durante el desarrollo
ha sido asociada con una fisiologia alterada de la microglia, una disminucién de la neurogénesis y
un desarrollo anormal de los contactos sinapticos en diversas regiones corticales. Asi mismo, se han

descrito déficits en funciones motoras y cognitivas en roedores adultos con esta mutacion.

En esta tesis se exploran los efectos del desarrollo de la formacion hipocampal, con un
especial énfasis en la region CA3, en ratones con delecion del gen para el receptor a fractalquina.
Mediante una aproximacion multidisciplinaria, los resultados de esta tesis indican que la interrupcion
del eje de fractalquina esta asociada a un retraso en el establecimiento de la poblacion de microglia
en la region CA3 del hipocampo y a una morfologia anormal de la misma en la adultez asociada a
un estado pro-inflamatorio. Adicionalmente, dicha mutacion se relaciona con una reconfiguracion de
la actividad poblacional de CA3 durante el periodo neonatal y alteraciones morfolégicas en la
aferencia de la fibra musgosa en la adultez que se acompafian de disfuncion sinaptica especifica a
esta aferencia, modificando la conectividad funcional de la red de CA3 en la adultez. Las alteraciones
morfologicas y fisiologicas encontradas se relacionan con una amplia gama de déficits cognitivos
incluyendo inhibicién de conductas innatas, incremento en los rasgos de ansiedad y dificultad en la
codificacion de informaciéon espacial novedosa. En conjunto, los resultados obtenidos afiaden
informacion novedosa y valiosa al entendimiento de la interaccion entre las neuronas y las células
gliales en el establecimiento y mantenimiento de los circuitos neuronales y brindan nuevas

perspectivas con valor translacional en el ambito de los trastornos neuropsiquiatricas.
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Abstract

The development, refinement, and plasticity of neuronal circuits are essential physiologic
processes of the nervous system in which not only neurons, but glial cells are involved. Of particular
importance is the role of microglia, which regulate neuronal survival during development, synaptic
consolidation and pruning, and neuronal excitability. This vast array of functions is dependent on
signaling pathways between microglia and neurons; among these pathways the fractalkine axis is of
major importance. Fractalkine is a cytosine produce mainly by neurons, in physiological conditions,
with chemotactic effects on microglia. It's only known receptor is expressed by microglia in the brain,
whereby the fractalkine pathway constitutes a particularly selective axis of communication between
neurons and microglia. The interruption of this axis is associated with an altered microglia physiology,
reduced neurogenesis and abnormal synaptic contacts in cortical regions, along with cognitive and

motor abnormalities in the adult organism.

In this thesis, | explored the effects of the deletion of the gen for the fractalkine receptor on
the development of the hippocampal formation with a special focus on the CA3 region. A
multidisciplinary approach rendered results that support that the interruption of the fractalkine
pathway is related to a delay in the formation of the normal microglial population in the CA3 and the
expression of an abnormal morphology in adulthood associated with a pro-inflammatory state.
Additionally, this mutation is related to the reconfiguration of the population activity of the CA3 region
during the neonatal period that persists into adulthood at the network level, along with morphological
abnormalities in the synaptic components of the mossy fiber pathway and diminished synaptic
strength specific to this afference. Altogether, the morphological and physiological alterations are
linked to diverse cognitive and behavioral deficits, including blunted innate behaviors, increased trait-

anxiety and impaired encoding of novel spatial information.

Overall, these results add new insights into the complex interactions between neurons and
glial cells in the development and refinement of neural circuits and open new perspectives into the
pathophysiology of neuropsychiatric disorders.
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Introduccion

Las propiedades cognitivas del sistema nervioso derivan de la interaccion de redes
neuronales capaces de la integracion constante de informacion y su oportuna recuperacion (Quiroga,
2012a; Smith et al., 2013). La estructura, composiciéon y funcionamiento de estas redes o sub-
circuitos determinan la generacion de actividad cerebral tanto normal como patoldgica (Smith et al.,
2013; Sporns, 2013; Suzuki & Bekkers, 2012).

El desarrollo, mantenimiento y adaptacion de la apropiada conectividad funcional en las
redes neuronales constituye un proceso complejo en el que interactuan activamente células
neuronales y gliales (Belvindrah et al., 2014; Voronin & Cherubini, 2003; Wu et al., 2015a). Mientras
que las neuronas son las células mas estudiadas y emblematicas del sistema nervioso, su correcto
funcionamiento, organizacién y homeostasis es una tarea conjunta con las células gliales. Los
elementos celulares gliales, antiguamente referidos como “pegamento cerebral” (Allen & Barres,
2009), incluyen principalmente a los astrocitos; células estrelladas con funciones metabdlicas
importantes y constituyentes de la barrera hematoencefalica (Koehler et al., 2009), los
oligodendrocitos; células formadoras del recubrimiento de mielina que facilita la transmision del
potencial de accion neuronal y da sus caracteristicas definitorias a la sustancia blanca cerebral (Bradl
& Lassmann, 2010), y la microglia; la célula inmunologica residente del sistema nervioso central
(Kettenmann et al., 2011), asi como otras formas especializadas y/o precursoras de estas

poblaciones gliales principales.

Las interacciones fisioldégicas entre las neuronas y las células gliales son numerosas y
complejas. Las diversas funciones de la microglia incluyen la produccién y subsecuente eliminacion
de neuronas durante el desarrollo temprano del sistema nervioso (Bessis et al., 2007); el surgimiento,
consolidacién y eliminacion de contactos sinapticos (Wu et al., 2015); la modulacion de la
neurotransmision y su plasticidad (Ragozzino, et al., 2006; Wu et al., 2015); la identificacion y
remocion del debris celular (Ransohoff & Perry, 2009); la respuesta inflamatoria ante insultos
traumaticos, infecciosos, toxicos o degenerativos (Kettenmann et al., 2011; Ransohoff & Perry,
2009).

La microglia esta involucrada en una amplia gama de procesos fisiolégicos y patolégicos. En
esta tesis se exploran las consecuencias de la interrupcion de la sefializacién entre las neuronas y
la microglia con un enfoque multidisciplinario centrado en la region de CA3 de la formacion
hipocampal, una de las regiones centrales de integracion de informacién en el cerebro mamifero,

integrando hallazgos anatdémicos, electrofisiologicos y conductuales.
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En las siguientes secciones de la introduccion se exponen los antecedentes mas relevantes
y las generalidades de los elementos centrales de este trabajo, concretamente: la fisiologia,
morfologia y funcién principal de la microglia; la via de la fractalquina y su asociacién con alteraciones
fisiolégicas y conductales; la anatomia, la fisiologia y las funciones cognitivas de la formacion
hipocampal con un especial enfoque en la regién de CA3.

En la seccion de Metodologia se presenta el disefio experimental y, en detalle, cada
protocolo experimental realizado. Para cada elemento de la metodologia se ha incluido una breve
introduccién del trasfondo tedrico de cada técnica y el objetivo experimental de su empleo, seguido
de la descripcion detallada de su implementacion.

En Resultados se recopilan las observaciones y hallazgos obtenidos de cada fase

experimental acompanados de una breve discusion de su interpretacion y contextualizacion.

Finalmente, se presenta una Discusion general donde se integran los resultados obtenidos,
se contrastan con los antecedentes pertinentes y las limitaciones técnicas encontradas, y se sugieren
avenidas adicionales de investigacion futuras que complementarian los hallazgos aqui encontrados

y extenderian la presente linea de investigacion y los anexos incluidos.

Por ultimo, se incluyen Anexos donde se exponen los resultados obtenidos de una linea de
investigacion derivada del proyecto principal, y sugerida durante el examen de candidatura, en la
cual se retoman las preguntas principales de esta tesis en el contexto de alteraciones inducidas por
un “hit” doble: predisposicion genética y exposicidon ambiental.
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La Microglia

La microglia constituye la poblacion celular inmunolégicamente competente y fagocitica
residente del sistema nervioso central (Augusto-Oliveira et al., 2022; Kettenmann et al., 2011; Wolf
et al., 2017). Si bien, las propiedades y funciones de la microglia han sido estudiadas principalmente
en el contexto de procesos inflamatorios y neurodegenerativos (Limatola & Ransohoff, 2014;
Sheridan & Murphy, 2013; Wolf et al., 2017), recientemente diversos hallazgos han puesto de
manifiesto el papel fundamental de la microglia en una gama amplia de funciones fisiolégicas del
sistema nervioso incluyendo: neurogénesis y soporte tréfico neuronal durante el desarrollo y en el
organismo maduro, regulacién de la excitabilidad neuronal, consolidacion y eliminacion de contactos
sinapticos (Kettenmann et al., 2013; Paolicelli et al., 2014; Ueno et al., 2013; Wu et al., 2015; Zhan
et al., 2014).

El origen celular de la microglia es aun tema controversial de intensa investigacion. Sin
embargo, la nocidn mas aceptada actualmente es que deriva de una poblacién celular de origen
mesodérmico en el saco vitelino desde donde migra y establece colonias auto-regenerativas en el
sistema nervioso central sin subsecuente aportacion de elementos celulares del sistema
hematopoyético (Ginhoux et al., 2010; Utz et al., 2020; Zhan et al., 2019). En roedores, las colonias
de microglia en el sistema nervioso central pueden detectarse desde el dia embrionario ocho y
continan expandiéndose en densidad hasta aproximadamente el final de la segunda semana de
vida post-natal, cuando alcanzan un pico transitorio de maxima densidad celular para posteriormente
comenzar a disminuir hasta los niveles finales del organismo adulto (Kim et al., 2015; Nikodemova
et al., 2015). La densidad de microglia en el adulto es sorprendentemente homogénea en diversas
estructuras cerebrales y diversas especies, siendo aproximadamente el 6% de todas la células tanto
en sustancia blanca como en la gris (Santos et al., 2020). En el ratén, esta densidad media muestra
su minima expresion en la corteza con un 5% y su maxima en la substantia nigra con 12% (Lawson
et al., 1990).

La morfologia de la microglia es indicativa de su estado funcional

La morfologia de la microglia es caracteristicamente versatil y refleja tanto su estado de
maduracién como su estado funcional (Augusto-Oliveira et al., 2022; I. Kim et al., 2015). En efecto,
la diversidad morfolégica de la microglia fue uno de los primeros hallazgos en ser caracterizados
sobre esta célula (Del Rio-Hortega, 1919). Pronto, el estudio sistematico de los cambios morfoldgicos

de la microglia derivo en estados fisiolégicos diferenciables.
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La microglia vigilante, ramificada o en reposo, consiste en células de soma pequefio con
numerosos procesos moviles delgados y alargados. Es la morfologia mas comun en el cerebro
maduro intacto y la motilidad de los procesos mantiene un escaneo continuo del ambiente
circundante a la célula microglial; por otro lado la microglia ameboide o des-ramificada fue
identificada en las inmediaciones de lesiones traumaticas, isquémicas u otros procesos patologicos
y ha sido relacionada con cambios funcionales en la microglia asociados con la activacion
inmunoldgica (Augusto-Oliveira et al., 2022; Sierra et al., 2014). Nuevos métodos de analisis
morfoldgico, incluyendo esqueletonizacién y andlisis de fractalidad, identifican cuatro estados
morfologicos elementales de la microglia: ramificada, ramificada/hipercompleja, des-ramificada y
des-ramificada en bastén (Morrison et al., 2017), que complementan la clasificacion binaria entre la
microglia vigilante y la activada y provee una mejor conceptualizacién de la diversidad morfologica

de esta célula y su especializacion funcional.

En efecto, la microglia vigilante presenta variaciones dependientes a la zona en la que se
encuentra; la microglia radial, el tipo mas comun de morfologia es propia de la sustancia gris cerebral
en condiciones fisiolégicas, la microglia ramificada longitudinalmente es caracteristica de la
sustancia blanca y extiende sus prolongaciones en la direccion de las fibras nerviosas, la microglia
compacta tiene pocas ramificaciones y se encuentra exclusivamente en regiones del cerebro

carentes de barrera hematoencefalica (Lawson et al., 1990).

La microglia hipercompleja o hiperramificada refleja los primeros cambios de la “activacion”
microglial, incluyendo la expresion de CD11b, seguida de la microglia hipertrofica que ya muestra un
soma agrandado y la retraccion de los procesos (Ladeby et al., 2005). El fenotipo ameboide clasico
con un soma agradado, pocos procesos Y filopodios numerosos, sigue a estos fenotipos transitorios
y constituye el estado de mayor reactividad de la microglia, con una alta capacidad de movilidad y
secrecion de citocinas y factores inflamatorios (Davis et al., 1994; Ladeby et al., 2005; Ransohoff &
Perry, 2009).

Como se mencion6 previamente, el estado vigilante de la microglia es caracterizado por la
movilidad de los procesos microgliales, los cuales responden a numerosos estimulos como
neurotransmisores, neuromoduladores, citocinas, quimiocinas y diversos patrones moleculares
asociados a dafio celular, en especial el ATP (Cardona et al., 2006; Sierra et al., 2014), para los
cuales la microglia expresa receptores, incluyendo receptores para la mayoria de los
neurotransmisores y los neuromoduladores, una amplia variedad de receptores purinérgicos, y

receptores y marcadores del complejo de histocompatibilidad tipo 1l (Izquierdo et al., 2019).

Este patrullaje del ambiente inmediato a la célula microglial involucra la interaccion con

procesos neuronales incluyendo contactos peri-somaticos, dendriticos, axonales y sinapticos (Eyo &
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Wu, 2019). La interaccion entre los procesos de la microglia y los elementos sinapticos, tanto espinas
dendriticas como terminales axonicas, es abundante y dependiente de la actividad neuronal y puede
resultar en la formacion de nuevos contactos sinapticos, la consolidacién de sinapsis en desarrollo o
la eliminacion de sinapsis mediante la trogocitosis parcial o total, por parte de la microglia (Miyamoto
et al., 2016; Paolicelli et al., 2011; Tremblay et al., 2010; Wilton et al., 2019). La interaccién de la
microglia con las estructuras sinapticas, especialmente su consolidacion o eliminacién, depende de
la sefalizacion tanto de elementos del complemento como por la via de la fractalquina (CX3CL1)
(Paolicelli et al., 2014; Sheridan & Murphy, 2013; Sierra et al., 2014). La sefalizaciéon entre las
neuronas Yy la microglia a través de la via de la fractalquina es preponderante en el establecimiento,

remodelado y mantenimiento de los circuitos neuronales.

La via de la fractalquina (CX3CL1) - (CX3CR1)

Entre las vias de sefializacion mejor estudiadas que median la interaccion entre las neuronas
y la microglia se encuentran los elementos del sistema de complemento, el factor de necrosis tumoral
alfa y la fractalquina (CX3CL1) (Cardona et al., 2006a; Kettenmann et al., 2011; Sierra et al., 2014).

La fractalquina (CX3CL1) es la unica quimiocina de la familia CX3C y esta caracterizada
estructuralmente por la presencia de tres residuos de aminoacidos localizados entre dos residuos de
cisteina que forman un enlace disulfuro (White & Greaves, 2012). Es un elemento de sefalizacién
ubicuo en el sistema inmunoldgico y su Unico receptor conocido (CX3CR1) es expresado en la
periferia por elementos celulares del sistema monocitico/mononuclear (White & Greaves, 2012),
donde es actualmente estudiado como un mediador de la respuesta inflamatoria en diversas
patologias entre ellas el lupus sistémico, la ateroesclerosis, la nefritis renal y la falla organica multiple
durante la sepsis (Chen et al., 2020; Guo et al., 2017; Inoue et al., 2005; Jones et al., 2010; White &
Greaves, 2012). En el sistema nervioso central la fractalquina es expresada de manera constitutiva
principalmente por las neuronas y su expresion es predominantemente alta en regiones del
prosencéfalo como la corteza, el hipocampo, los ganglios basales y el talamo (Limatola & Ransohoff,
2014; Nishiyori et al., 1998).

La fractalquina es una citocina que existe tanto en forma soluble como membranal (Arnoux
& Audinat, 2015a; Garton et al., 2001; Paolicelli et al., 2014); su expresion en la membrana neuronal
ha sido relacionada con una funcién de adhesion molecular y se ha identificado como un factor
importante que media la interaccion de los procesos microgliales y los elementos celulares neurales
(Szepesi et al., 2018a), por otro lado, su forma soluble, la cual deriva de la escision de la porcion

extracelular de la fractalquina membranal, principalmente por accién de las enzimas ADAM10,
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ADAMA17 y catepsina-S (Garton et al., 2001), actia como un potente factor quimiotactico extracelular
que promueve la motilidad y la migraciéon de la microglia (Arnoux & Audinat, 2015; Cardona et al.,
2006; Pagani et al., 2015; White & Greaves, 2012).

En el sistema nervioso central el receptor a fractalquina (CX3CR1) es principalmente
expresado por la microglia (Nishiyori et al., 1998), en condiciones fisiologicas, desde su origen en el
saco vitelino en etapas tempranas de la gestacion (Mizutani et al., 2012) y es indispensable para la
activacion y migracion microglial, asi como en la sefializacién de blancos fagociticos (Arnoux &
Audinat, 2015a; Bessis et al., 2007).

El receptor a fractalquina es un receptor con 7 dominios transmembranales, cuya porcion
amino terminal actia como el sitio de reconocimiento y unién a la fractalquina y su extremo carboxilo
terminal se encuentra acoplado a una proteina G;, entre cuyos efectos se incluyen la inhibicion de la
adenilil ciclasa y la activacion de multiples vias que reclutan a la fosfoinositol-3-cinasa, la proteina
cinasa B y el factor NF-kB, que median las fases iniciales de activacion en la microglia (Arnoux &
Audinat, 2015a; White & Greaves, 2012). Hasta fechas recientes, la fractalquina era reconocida como
el unico ligando enddégeno para el CX3CR1. Sin embargo, recientemente se ha demostrado la
afinidad de la proteina tau por el receptor a fractalquina, aunque se desconoce la funciéon de esta
interaccion (Bolos et al., 2017).

La microglia en el establecimiento y refinamiento de los circuitos neuronales

Durante el desarrollo ocurren dos grandes procesos de remodelacion y refinamiento en el
sistema nervioso central; primeramente se genera un numero excesivo de células neurales de las
cuales cierta proporcion sufrira apoptosis incluso antes de llegar a convertirse en neuronas maduras
(Pfisterer & Khodosevich, 2017). Posteriormente, aquellas que sobreviven establecen conexiones
supranumerarias entre si, principalmente en la forma de sinapsis silentes (Voronin & Cherubini,
2004), que son posteriormente consolidadas o eliminadas en un proceso de refinamiento de los
circuitos cerebrales denominado poda sinaptica (Bellingham et al., 1998a; Hong et al., 2016). En
ambos procesos la sefializacién entre las neuronas y la microglia tiene un papel determinante en la
estructura y funcionamiento de los circuitos neurales en el organismo adulto (Hong et al., 2016;
Pfisterer & Khodosevich, 2017; Ueno et al., 2013a).

A pesar de que estos procesos son caracteristicos del desarrollo embrionario y postnatal, en
el cerebro adulto la conectividad neuronal es altamente dinamica (Kerchner & Nicoll, 2008). Trabajos
recientes han revelado la participacion activa de la microglia en el refinamiento constante de la
conectividad sinaptica (Paolicelli et al., 2014; Ragozzino et al., 2006; Wu et al., 2015) y la
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supervivencia neuronal en situaciones de estrés celular (Cardona et al., 2006; Fuhrmann et al.,
2010).

La microglia es un elemento central de los nichos neurogénicos en la adultez donde
igualmente es clave en el mantenimiento de la neurogénesis en el adulto y, a la vez, determina la
supervivencia o eliminacion de las neuronas y los otros elementos celulares generados en estos
nichos y su integracién a los circuitos neuronales existentes (Bachstetter et al., 2011; Bolés et al.,
2018; Kettenmann et al., 2013; Sellner et al., 2016). En el cerebro maduro la microglia participa en
la remodelacién dependiente de la experiencia de los circuitos neuronales mediante la trogocitosis
de contactos sinapticos, la induccién de la formacion de nuevas sinapsis y la liberacion de factores
de crecimiento (Hong et al., 2016; Miyamoto et al., 2016; Tremblay et al., 2010); ademas de modular
la excitabilidad neuronal y la transmision sinaptica (Ragozzino, et al., 2006; Wu et al., 2015),
procesos en los que la sefializacion mediada por la fractalquina es importante (Hong et al., 2016;
Pocock & Kettenmann, 2007).

La alteracién del sistema de comunicacion fractalquina-CX3CR1 se asocia a anomalias en
el desarrollo de la conectividad funcional de diversos circuitos cerebrales, la maduracién de los
contactos sinapticos, asi como la consecuente alteracion de funciones cognitivas y motoras en
modelos animales (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Rogers et al., 2011; Y. Zhan et al.,
2014). En humanos, estudios epidemiolégicos han relacionado ciertos polimorfismos en el gen del
CX3CR1 con un incremento en el riesgo de desarrollar algun trastorno del espectro autista y
esquizofrenia (Ishizuka et al., 2017a). Adicionalmente, se han reportado niveles reducidos de
fractalquina en el cerebro de pacientes con esquizofrenia (Hill et al., 2020), asi como elevacién tanto
de la fractalquina como su receptor (CX3CR1) en pacientes con manifestaciones psiquiatricas de

lupus eritematoso sistémico (Guo et al., 2017).

Se ha reportado que ratones con supresion del gen para el CX3CR1 expresan un fenotipo
conductual que comparte ciertas caracteristicas con estas patologias como: conductas compulsivas
(acicalamiento excesivo) (Rogers et al., 2011), alteracién de la interaccion social (Zhan, 2015; Zhan
et al., 2014), aprendizaje deficiente de tareas motoras y reduccion de la memoria espacial (Rogers
et al., 2011).

Estas alteraciones se encuentran relacionadas con un proceso de poda sinaptica deficiente
y con la expresion prevalente de sinapsis con caracteristicas electrofisiolégicas y morfolégicas de
inmadurez en el hipocampo y otras estructuras cerebrales (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al.,
2011; Rogers et al., 2011; Y. Zhan et al., 2014). En la corteza de los barriles se ha reportado retraso
en la maduracion de las sinapsis talamo-corticales asociado a una migracion enlentecida de la

poblacién microglial, asi como una transicion retrasada en la expresion de receptores tipo NMDA
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con subunidades GIuN2A (Hoshiko et al., 2012). Estas alteraciones son consistentes con la
observacion de una disminucién en las amplitudes de las corrientes postsinapticas (EPSC, por sus
siglas en inglés) espontaneas en neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo (Rogers et
al.,, 2011). Cabe resaltar que las alteraciones sinapticas reportadas sélo se han encontrado en
sinapsis glutamatérgicas, con un impacto mucho menor en el sistema GABAérgico (Bertot et al.,
2019), lo que sugiere que estos dos sistemas podrian tener mecanismos independientes de
desarrollo y maduracion.

Adicionalmente, la delecion del receptor a fractalquina impacta la supervivencia de ciertos
grupos neuronales durante el desarrollo, especificamente se ha reportado la apoptosis de una
subpoblacién de neuronas piramidales de la capa V en la corteza motora que proyectan a blancos
subcorticales en ausencia de microglia o0 como consecuencia de la interrupcion del eje de fractalkina
(Ueno et al., 2013a).

Estas alteraciones en la supervivencia neuronal y su conectividad sinaptica impactan la
conectividad global del cerebro adulto. Por ejemplo, se ha documentado una disminucién en la
conectividad funcional entre estructuras cerebrales distantes (e.g. el hipocampo y la corteza pre-
frontal) (Zhan, 2015; Zhan et al., 2014).

La supresion del receptor a fractalquina también impacta el desarrollo normal de la microglia
asi como su fisiologia en organismo adulto, impactando la expresion de corrientes de potasio y la
capacidad de quimiotaxis ante la liberacion de sefales de dafo celular, una funciéon fundamental de

la activacion microglial (Milior et al., 2016; Pagani et al., 2015).

Los hallazgos presentados indican que el impacto de la interrupcién de este eje de
sefializacién neurona-microglia se extiende mas alla del desarrollo temprano y si bien los hallazgos
conductuales, morfolégicos y electrofisioldgicos encontrados en modelos murinos juveniles podrian
ser causados por las alteraciones en el desarrollo embrionario y post-natal temprano, otras lineas de
evidencia ponen de manifiesto que la microglia y la sefializacion por fractalquina participan en
diversos procesos de plasticidad y remodelacion del sistema nervioso central adulto (Maggi et al.,
2011; Szepesi et al., 2018a).

Por ejemplo, la aplicacién de fractalquina exdgena tiene un efecto depresor de la transmision
sinaptica, particularmente del componente mediado por el receptor tipo AMPA en sinapsis
hipocampales, un efecto que requiere de la presencia del CX3CR1 (Ragozzino, et al., 2006).
Ademas, la liberacion de ATP/adenosina por parte de la microglia es un modulador mas de los
efectos agudos de la fractalquina sobre la transmision sinaptica; la administracion exégena de

fractalquina impide la induccion de potenciacion a largo plazo de la transmision sinaptica (LTP, por
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sus siglas en inglés) en un proceso que involucra la liberacion de ATP por parte de la microglia y la

activacion de receptores a adenosina tipo 3 en la neurona post-sinaptica (Maggi et al., 2009).

En la mayoria de estos antecedentes descritos la herramienta mas util para el estudio de la
interaccién entre la microglia y las neuronas han sido lineas transgénicas de ratones en los cuales
se ha eliminado, total o parcialmente, el receptor a fractalquina. Esta manipulacion genética,
inicialmente motivada por el objetivo de inducir la expresién de marcadores fluorescentes para el
estudio del origen, la migracién y morfologia de la microglia y otros macréfagos (Jung et al., 2000;
Yona et al., 2013), ha tenido consecuencias insospechadas en el sistema nervioso y se ha convertido
en una herramienta sumamente util en la investigacion de las alteraciones inducidas por la
interrupcion de la sefializacion por fractalquina y constituye el primer elemento central del trabajo de

esta tesis (Yona et al., 2013).

El estudio de los efectos de la manipulacion de la via de la fractalquina y la microglia en la

plasticidad sinaptica es complejo, por lo que deben reconocerse controversias en varios frentes.

Los reportes sobre el estudio de la induccién y mantenimiento de la LTP en ratones con
delecion del CX3CR1 se han enfocado en la via colateral de Schaffer, la sinapsis entre las regiones
CA3 y CA1 del hipocampo, sin embargo los resultados han sido contradictorios; mientras que Rogers
et al.,, (2011) reporta una total ausencia de LTP, Maggi et al., (2011) reportan que no hay diferencia
en la magnitud de la LTP, pero si una mayor duraciéon en el mantenimiento de la misma en el genotipo
Cx3cr17-, por ultimo Paolicelli et al., (2011) no encontraron diferencias ni en la magnitud ni la duracién
de la LTP en esta sinapsis. A estos resultados contradictorios se afiade la controversia entre los
efectos de la administracion exégena de fractalquina en la transmision sinaptica, que en general
muestran un efecto inhibitorio que se acompafia con una reduccién en la induccién y mantenimiento
de la LTP (Maggi et al., 2009; Ragozzino, et al., 2006). Sin embargo, lo anterior se contradice con
los resultados que indican un incremento en la concentracion de fractalquina soluble en el hipocampo
durante una tarea de aprendizaje y navegacion espacial (Sheridan et al., 2014), tareas cognitivas

generalmente asociadas a la induccion de LTP.

Las alteraciones morfolégicas y fisiolégicas en la microglia asociados a la interrupcion de la
sefalizacion por fractalquina presentan también hallazgos contradictorios. Por un lado se ha
reportado que estas manipulaciones inducen en la microglia una morfologia menos ramificada y una
actividad fagocitica incrementada en preparaciones ex vivo e in vitro, lo que ha sido interpretado
como indicio de un estado activado (Cardona et al., 2006b). Sin embargo, otros reportan ausencia
de cambios en la morfologia asociados a este manipulacion (Castro-Sanchez et al., 2019; Gyoneva
et al.,, 2019). Adicionalmente, estudios electrofisiolégicos indican que la microglia carente del

receptor a fractalquina presenta una expresion disminuida de las corrientes iénicas caracteristicas
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del estado activado y una migracion disminuida ante un estimulo quimiotactico (e.g. ATP
extracelular), lo que indica una seria deficiencia en la reactividad de la microglia carente del receptor
a fractalquina (Pagani et al., 2015), lo que sugiere que otros mecanismos asociados a la activacion
de la microglia son regulados por la via de la fractalquina.

Por ultimo, los efectos de la interrupcién de la via de la fractalquina en modelos de patologias
son extremadamente variables y dependientes del contexto. Los cambios en la fisiologia de la
microglia inducidos por la deplecion del receptor a fractalquina parecen tener un efecto neuro-
protector en modelos de neurodegeneraciéon como el inducido por el depdsito de amiloide beta y
modelos de la enfermedad de Parkinson (Fuhrmann et al., 2010; Pabon et al., 2011), asi como en
modelos de lesion traumatica espinal (Donnelly et al., 2011) e isquemia cerebral (Soriano et al.,
2002). Asi mismo, un efecto protector ha sido reportado en diversos modelos de patologias
inflamatorias en la periferia, donde el antagonismo de la sefalizacion por fractalquina se relacion6
con la disminucion del daio tisular en modelos de nefritis lUpica, de enfermedades cardiovasculares
e infecciones virales (Inoue et al., 2005; B. A. Jones et al., 2010b; White & Greaves, 2012). Por el
contrario, la via de la fractalquina tiene efectos neuroprotectores en situaciones de excitotoxocidad
(Limatola et al., 2005), ademas de los numerosos efectos deletéreos de su interrupcién mencionados

previamente.

La formacién hipocampal

En humanos, el hipocampo es una estructura de materia gris, pareada y elongada
compuesta por dos regiones contiguas: el asta de Amon (hippocampus proper) y €l giro dentado. El
hipocampo se encuentra presente en ambos hemisferios cerebrales en la region interna del 16bulo
temporal, inmediatamente ventral al piso del cuerno inferior del ventriculo lateral (Schultz &
Engelhardt, 2014; Witter, 2009). La formacion hipocampal hace referencia a las areas corticales
adyacentes al hipocampo y otras estructuras con estrecha relacion anatémica y funcional.
Generalmente son consideradas parte de la formacién hipocampal: el hipocampo propiamente, el
giro dentado, la corteza entorrinal, el subiculo y las cortezas parahipocampal y perirrinal (Squire et
al., 2004).

En los roedores el hipocampo cobra una mayor prominencia anatémica que en los humanos
(Fig. 1). Las estructuras consideradas parte de la formacién hipocampal en los roedores son el
hipocampo propiamente, dividido en tres regiones contiguas CA3, CA2 y CA1, el hilus (o CA4), el
giro dentado, el subiculo y la corteza entorrinal (Witter & Amaral, 2004). Estas estructuras comparten
las caracteristicas propias de la allocorteza; una estructura cortical de tres capas (Amaral et al., 2007;
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Witter & Amaral, 2004). El hipocampo en los roedores presenta una forma cilindrica y curva, similar
a una “C” a lo largo de su eje septo-temporal o longitudinal. Se extiende subcorticalmente desde su
polo septal, posterior a los nucleos septales y dorsal al tercer ventriculo, primero caudal y luego
ventralmente hasta su polo temporal en la regién medial y ventral del I6bulo temporal; la region
parahipocampal hace referencia a la corteza cerebral que cubre esta porcién del hipocampo € incluye
las cortezas entorrinal, perirrinal y postrrinal, asi como al pre y parasubiculum (Amaral & Witter, 1989;
Witter & Amaral, 2004).

La formacion hipocampal es una de las estructuras cerebrales mas intensamente estudiadas
en la historia de las neurociencias debido a su gran repertorio de peculiaridades anatémicas,
fisiolégicas y moleculares, la amplia variedad de funciones cognitivas a las que da soporte desde la
navegacion espacial a la memoria episddica, asi como la plétora de entidades clinicas en las que se
ha visto relacionado como la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia, la amnesia o la esquizofrenia
(Andersen et al., 2006b).

El hipocampo ha sido campo fértil en cada etapa de innovacién en las neurociencias, una de
las primeras regiones en ser cuidadosamente descrita por anatomistas, cuna del estudio de la
plasticidad sinaptica, estandarte de la actividad ritmica cerebral, fiel aliado en el alba del cultivo
neuronal, caballo de batalla en el estudio de la memoria (Andersen et al., 2006a); la formacion
hipocampal parece guardar algo para todo aquel interesado en su estudio y la interaccion entre la
microglia y las neuronas no es la excepcién, por lo que el hipocampo es el segundo elemento central
de estudio de esta tesis. A continuacion, se exponen brevemente las funciones cognitivas asociadas
al hipocampo, asi como la estructura y fisiologia de los circuitos intrinsecos y extrinsecos al

hipocampo con especial énfasis en la region CA3.

Funciones cognitivas asociadas a la formacion hipocampal

Como parte del sistema limbico, se hipotetiz6 por mucho tiempo que la funcién del
hipocampo era principalmente la de regulacién de las emociones y el control inhibitorio de impulsos
conductuales (Andersen et al., 2006a). Esta nocion de la funcién del hipocampo ha sido debatida
durante décadas y ha palidecido en contraste con la evidencia clinica y experimental que relacionan
al hipocampo mas estrechamente con funciones mnemoénicas y de navegacion espacial
(Eichenbaum, 2004; Leutgeb et al., 2005; Nadel et al., 1975).

El papel primordial de la formacién hipocampal en la generacion de la memoria episddica,
el tipo de memoria que evoca la recoleccidn de experiencias personales pasadas, quedo evidenciado

en el estudio de pacientes con lesiones cerebrales focalizadas a esta regiéon durante el siglo XX
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(Scoville & Milner, 1957; Squire, 2009). Estudios posteriores han revelado que el déficit cognitivo de
este tipo de lesiones no se restringe a un efecto meramente amnésico, sino ademas, impacta la

planeacion e ideacion de eventos futuros (Buckner, 2010; Hassabis et al., 2007).

Los estudios en roedores han aportado nuevas dimensiones a las funciones cognitivas
asociadas al hipocampo. Puntualmente, tanto los estudios de lesiones como las aproximaciones
neurofisiolégicas han revelado la amplia especializacion de la formacion hipocampal para el
aprendizaje y la navegacion espacial (Hartley et al., 2014; Moser et al., 1995; O’Keefe & Dostrovsky,
1971). Dicha especializacion para la representacion espacial en la formacion hipocampal queda
manifiesta en las descripciones de neuronas en esta regidon cuyo disparo se encuentra altamente
modulado por la localizacion del sujeto en el espacio, las denominadas células de lugar del
hipocampo (Eichenbaum et al., 1999; Leutgeb et al., 2005; O’Keefe & Dostrovsky, 1971), las diversas
células en la corteza entorrinal de cuyo disparo emerge una representacion distribuida del espacio,
denominadas células de red (Fyhn et al., 2004; Moser et al., 2014), asi como neuronas moduladas
por la direccion de la cabeza del sujeto y aquellas que codifican los limites geométricos del espacio
(Leutgeb et al., 2005).

La prominencia de la representacion espacial en el hipocampo de roedores aunado a la
dificultad inherente a la interrogacion de la experiencia subjetiva en modelos animales, una de las
propiedades inherentes de la memoria episddica (Dere et al., 2006), ha dado origen a una brecha
importante entre los modelos cognitivos de la funcion hipocampal derivados de la investigacion en
humanos, centrada en la memoria declarativa, y aquellos derivados de organismos modelo,

focalizados en la navegacion espacial (Eichenbaum, 2000; Eichenbaum & Cohen, 2014).

Sin embargo, investigaciones recientes han revelado evidencia de una especializacién en la
representacion neuronal de la region hipocampal en humanos similar a la ya descrita en roedores en
la forma de neuronas “gnésticas” cuya actividad representara conceptos u objetos complejos pero
invariables en respuesta a la percepcion multisensorial de dicho objeto o concepto (Quiroga, 2013).
Las denominadas células de concepto son neuronas de la formacion hipocampal, registradas en
pacientes humanos, con respuestas invariables y selectivas a personas, personajes u objetos
especificos, a pesar de una amplia variabilidad en las representaciones sensoriales de éstas usadas
para la evocacion de la respuesta (imagenes, sonidos, etc.) e incluso respondiendo a
representaciones mas abstractas como el nombre, escrito o vocalizado (Quiroga et al., 2005).

El paralelismo en la especializacion en la codificacion de las neuronas de la formacion
hipocampal de los humanos (células de concepto) y los roedores (células de lugar, red, etc.)
constituye la principal linea de evidencia en la reconciliaciéon de los modelos cognitivos de la funcion
hipocampal (Eichenbaum, 2004; Kesner, 1980, 2016; Quiroga, 2012).
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Ahondando en el paralelismo, las funciones mnemonicas del hipocampo en modelos
animales no se restringen a la navegacion espacial. Si bien es controversial la nocién de memoria
episodica en roedores, existe amplia evidencia de memoria contextual en animales (Roberts, 2019).
Generalmente un componente emocional (e.g. estrés) es clave en el estudio de la memoria
contextual en animales y el hipocampo es necesario para la adquisicidn y expresion de este tipo de
memoria (File et al., 2004; Gray, 1985; Kim & Fanselow, 1992).

Este rango de funciones cognitivas no se ve reflejado en una especializacion en la
conectividad intrinseca del hipocampo. Por el contrario, la homogeneidad anatémica del hipocampo
en su eje longitudinal (septo-temporal) ha dado origen a la hipétesis lamelar del hipocampo que
sugiere que el hipocampo podria funcionar de manera modular en su eje transversal proveyendo un
circuito funcional equivalente en toda su extension longitudinal (Andersen et al., 2000). En efecto, la
especializacion cognitiva del hipocampo parece originarse en su conectividad extrinseca, es decir
en las aferencias y eferencias del hipocampo con otras estructuras cerebrales, la cual si muestra
una especializacion equivalente en el eje longitudinal del hipocampo, tanto en roedores como en
humanos, y presenta una organizacion consistente con el rango de funciones cognitivas en las que

se encuentra involucrado el hipocampo (Strange et al., 2014).

Conectividad de la formacion hipocampal

El circuito trisinaptico

En un corte ortogonal al eje longitudinal del hipocampo, en su region temporal, pueden
apreciarse las principales estructuras anatomicas que dieron origen al clasico “circuito trisinaptico”.
En este modelo temprano de la conectividad hipocampal, el motivo citoarquitectdnico recurrente es
la aparente unidireccionalidad de las proyecciones entre las estructuras que componen la region
hipocampal (Amaral & Witter, 1989; Witter & Amaral, 2004), en el siguiente orden:

Corteza entorrinal — giro dentado — CA3 — CA1

De este modo, el circuito comienza con la proyeccion de la corteza entorrinal al giro dentado,
constituyendo al via perforante, el giro dentado proyecta a la region CA3 mediante la fibra musgosa,
finalmente CA3 proyecta a CA1 mediante la via denominada colateral de Schaffer (Amaral & Witter,
1989; Knierim, 2015; Witter et al., 2014) (Fig. 1).

Sin embargo, a este modelo debemos agregar importante informacion complementaria.

Tanto de la conectividad intrinseca de la formacién hipocampal como su relacién con las estructuras
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corticales mas intimamente asociadas presentan un amplio grado de interconectividad, paralelismo,

convergencia y retroalimentacién, asi como un gradiente de especializacion en su eje longitudinal.

La corteza entorrinal es el principio y el final del clasico circuito trisinaptico; es el origen de
la principal aferencia extra-hipocampal y el blanco de las principales eferencias extra-hipocampales
(Fig. 1).

Fig. 1 La formacion hipocampal.

El hipocampo ocupa gran parte de la masa encefalica sub-cortical en los roedores, se extiende de manera curva
desde su polo dorsal justo caudal a los nucleos septales hasta su polo ventral justo medial a la corteza temporal
(Izq.). El circuito fundamental de la formacion hipocampal comienza en la corteza entorrinal la cual envia dos
aferencias al hipocampo la via perforante (verde) y la temporoamonica (Der.). La via perforante inerva al giro
dentado (DG) y a CA3, de ahi el siguiente relevo es la fibra musgosa (amarillo)que conecta el DG con CA3, la cual,
a su vez, establece la red asociativa/colateral (AC), enviando colaterales a las mismas neuronas de CA3 ipsi y
contra-lateralmente. Finalmente, CA3 da origen a la colateral de Schaffer que inerva CA1, que a su vez proyecta
al subiculum y a los blancos extra-hipocampales. MEC; corteza entorrinalmedial, por sus siglas en inglés, LEC,
corteza entorrinal lateral, por sus siglas en inglés.

La eferencia de la corteza entorrinal al hipocampo constituye dos proyecciones; la
denominada via perforante corresponde a la clasica proyeccion al giro dentado que también innerva
las dendritas distales de CA3 y CA2 y se origina en la capa Il de la corteza entorrinal (Witter, 2007).
En cambio, la via temporoamonica se origina en la capa lll y proyecta directamente a CA1, CA2 y al
subiculo (Witter et al., 2014). EI paralelismo de esta via es compartido tanto por la porcion medial

como la lateral de la corteza entorrinal (Nilssen et al., 2019).

El giro dentado es una estructura de tres capas principales: molecular, granular y polimérfica
(hilio). La zona subgranular, una divisién de la capa polimérfica, es un nicho neurogénico (Amaral et
al.,, 2007). La célula principal del giro dentado es la célula granular, una neurona bipolar cuya
proyeccion recibe el nombre de fibra musgosa. La fibra musgosa es la proyeccion con la distribucion
mas estrecha y ortogonal al eje longitudinal del hipocampo, siendo la unica proyeccién que se
conforma, en términos generales, a una organizacion laminar del hipocampo (Henze et al., 2000).
En su recorrido hacia CA3 establece contactos tanto con interneuronas GABAérgicas del giro
dentado como las células mossy del hilio hasta finalmente inervar interneuronas y neuronas

principales de la region CA3 (Acsady et al., 1998).
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Las células mossy, glutamatérgicas, a su vez proyectan de vuelta al giro dentado tanto de
manera local como distante; la proyeccion distante se distribuye a lo largo del eje longitudinal del
hipocampo, asi como al hipocampo contralateral inervando interneuronas y células granulares,
estableciendo asi una de las proyecciones que mas claramente desafia la hipotesis lamelar de la

organizacion hipocampal (Scharfman, 2016).

En la region CA3, la fibra musgosa establece contactos sinapticos con las neuronas
piramidales mediante contactos especializados denominados botones gigantes y con un numero

mayor de interneuronas mediante sinapsis en passant (Acsady et al., 1998; Jaffe & Gutiérrez, 2007).

La eferencia de CA3 se divide en una proyeccion local que establece una red auto-asociativa
entre las mismas piramidales de CA3 denominada red asociativa/colateral (AC) y la, ya mencionada,
colateral de Schaffer que inerva CA1 (Le Duigou et al., 2014; Witter, 2007). Adicionalmente, una
importante aferencia de CA3 es la denominada proyeccién colateral que conecta las regiones de
CA3 de ambos hipocampos e incluye las proyecciones de CA3 a la region CA1 contralateral (Le
Duigou et al., 2014; Witter, 2007). Asi mismo, se ha reportado la existencia de una proyeccion
retrégrada de CA3 al giro dentado, cuyas terminales se distribuyen tanto en la capa polimérfica como

en la capa granular (Li et al., 1994).

CA3 recibe, ademas, una importante aferencia extra-hipocampal proveniente del nucleo
septal medial y la banda diagonal de Broca, y envia de manera reciproca una eferencia al ndcleo
septal lateral (Witter, 2007).

La region de CA1 es el principal blanco de CA3 y constituye la tradicionalmente definida
salida del hipocampo (Amaral, 1993; Andersen et al., 2006b). Presenta una estructura compacta de
neuronas piramidales con escasa inervacion colateral. Como ya se menciond, aqui converge la
proyeccion de la via perforante directa, temporoamonica, con la colateral de Schaffer, este arreglo
ha llevado a la hipotesis de que en esta region se lleva a cabo una comparacion entre la
representacion espacial proveniente de la corteza, con la informacién en vivo de la localizacién del
sujeto, y la representacion procesada por CA3, un patrén generado para la éptima ortogonalizacion
de estimulos, con el fin de determinar la novedad de la informacion o la recuperacion de informacion
previamente codificada (Hunsaker et al., 2008; Kesner & Rolls, 2015; Rolls, 2013).

El principal blanco de salida de CA1 es el subiculo, esta proyeccién presenta una
organizacion distintiva en el sentido de llaves concéntricas; la porcion mas proximal de CA1 proyecta
a la mas distal del subiculo, mientras que la region mas distal de CA1 inerva la porciéon mas proximal
del subiculo (Amaral et al., 1991; Amaral & Lavenex, 2006). Adicionalmente, CA1 proyecta a
multiples regiones cerebrales ademas de la corteza entorrinal, incluyendo: la corteza prefrontal y
retroesplenial (Jay & Witter, 1991; Spellman et al., 2015), multiples nucleos hipotalamicos (Cenquizca
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& Swanson, 2006) y el complejo septal, en una manera similar a CA3 (Risold & Swanson, 1997;
Witter & Amaral, 2004).

La principal aferencia de las capas superficiales de la corteza entorrinal de donde se origina
la via perforante proviene del pre-subiculo y el para-subiculo (Kerr et al., 2007). Finalmente, la
corteza entorrinal recibe en sus capas profundas (V y VI) abundantes aferencias de las estructuras

de salida del hipocampo: CA1 y el subiculo, completando el circuito en su origen (Witter et al., 2014).

Conectividad extrinseca del hipocampo

El hipocampo es una estructura involucrada en numerosos circuitos y sistemas en el cerebro.
Esta multiplicidad de relaciones anatomicas ha derivado en una gama similar de hipétesis sobre su

funcién que, a la fecha, continta siendo revisada.

Como se comentd previamente, la corteza entorrinal es el origen de la aferencia mas
importante del hipocampo y, a la vez, el blanco mas relevante de las proyecciones del mismo.
Mediante esta conexién al informacion todas las areas corticales sensoriales asociativas son
integradas en la formacién hipocampal (Amaral & Lavenex, 2006). Esta informacién sensorial esta
organizada en dos divisiones anatémicas y funcionales de la corteza entorrinal: por una parte la
corteza entorrinal medial recibe y envia proyecciones de y hacia las cortezas occipital parietal,
piriforme, post-rinal, retroesplenial y para-subicular y es la region mas estrechamente relacionada
con representacion espacial y de navegacion (Fyhn et al., 2004; Zhang et al., 2014); en cambio, la
corteza entorrinal lateral mantiene estrecha relacion con la corteza pre-limbica, infra-limbica peri-

rinal y se considera que provee de informacién no espacial al hipocampo (Knierim et al., 2014).

Esta organizacion de la informacién hacia el hipocampo presenta un gradiente dorso-ventral.
Las regiones de la corteza pre-frontal mas asociadas a toma de decisidon y procesamiento de
informacion emocional proyectan favorablemente a porciones ventromediales de la corteza entorrinal
que, a su vez, proyectan preferencialmente a las regiones ventrales del hipocampo, asociadas a
procesamiento emocional (Jin & Maren, 2015; Strange et al., 2014). De manera reciproca, regiones
corticales asociadas a navegacion espacial como la corteza retroesplenial proyectan mayormente a
regiones dorsolaterales de la corteza entorrinal que, a su vez, proyectan preferentemente al
hipocampo dorsal, la regiéon mas especializada en la representacion espacial (Buzsaki & Moser,
2013; Moser et al., 1995; Strange et al., 2014).

Una organizacion similar puede observarse en la proyeccion del hipocampo al septum lateral.

Todo el hipocampo proyecta al septum lateral en toda la longitud de su eje dorso-temporal, sin
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embargo, existe una topografia segun la cual el origen dorso-temporal de las proyecciones
hipocampales se traduce en una gradiente dorso-ventral en sus blancos septales (Risold & Swanson,
1996, 1997). Esta topografia se conserva en el siguiente relevo de informacion, los nucleos
hipotalamicos. El hipocampo dorsal proyecta a la regién mas dorsal del nucleo septal que, a su vez,
proyecta principalmente a los cuerpos mamilares; todas estas estructuras han mostrado estar
intimamente involucradas en el procesamiento de la informacién espacial y la navegacion (Strange
et al., 2014). En cambio, el polo ventral del hipocampo envia eferencias al septum lateral medial que,
a su vez, inerva al nucleo preodptico medial y la zona periventricular hipotalamica, nucleos
relacionados con funciones auténomas como la termorregulacion, la sed, la saciedad, y la produccion
y liberacién de hormonas (Pop et al., 2018). Las regiones del tercio medio del hipocampo proyectan
al septum rostral, el cual envia eferencias a los nucleos anterior y ventromedial del hipotalamo
relacionados con funciones autonémicas como la termorregulacion y la regulaciéon del suefio, asi

como la regulacion de conductas sexual y parental (Deschenes & McCurry, 2009; Pop et al., 2018).

La proyeccion hipocampal a la amigadala y el ndeclo accumbens mantiene una organizacion
similar que traduce el origen dorso-ventral de la aferencia hipocampal en una inervacion latero-
medial en ambos nucleos (Groenewegen et al., 1987; Kahn & Shohamy, 2013; Strange et al., 2014).
Ambas regiones cerebrales participan en la regulacién de la recompensa, la anticipacion, el miedo,
la respuesta de lucha o huida y la agresividad, asi como los trazos de memoria que estos eventos y

emociones producen (LeGates et al., 2018; Richardson et al., 2004).

La regién CA3 del hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral fundamental para la formacion de memoria
declarativa y la navegacion espacial (Eichenbaum, 2004; Hartley et al., 2014). En el hipocampo, la
region CA3 presenta una conectividad singular donde convergen tres aferencias excitadoras
glutamatérgicas; la red asociativa/colateral (AC), constituida por una red auto-asociativa de
neuronas piramidales de CA3, la inervacion del giro dentado (DG) mediante la fibra musgosa (MF) y
la via perforante, aferencia directa desde la corteza entorrinal (Guzman et al., 2016; Rebola et al.,
2017; Witter, 2007) (Fig. 2).
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Fig. 2 La regién CA3 del hipocampo

Izq. Esquema representativo de la conectividad de la region CA3 del hipocampo es inervada por tres aferencias
glutamatérgicas (excitadoras) segregadas espacialmente; en el stratum lucidum (SL) se distribuye la fibra
musgosa (MF) proveniente del giro dentado (DG), en el stratum radiatum (SR) y stratum oriens (SO) se distribuye
la red asociativa/colateral (AC), mientras que en el distante stratum lacunosum-moleculare (SL-M) hacen
contacto las proyecciones de la via perforante provenientes de la corteza entorrinal. Der. Fotomicrografia (20X)
de una neurona piramidal de CA3 marcada con biocitina y reaccion de peroxidasa de rabano que demuestra su
localizacion y extension en la region CA3 con los estratos identificados.

La actividad de la region CA3 es necesaria para la correcta decodificacion de la informacion
proveniente de la corteza y la generacion de actividad sincrénica en la formacion hipocampal,
incluyendo el ritmo theta (Buzsaki & Moser, 2013; Rebola et al., 2017).

La aferencia de la fibora musgosa sobre CA3 presenta caracteristicas singulares que
demuestra una alta especializacion tanto morfolégica como funcional (Gundifinger, 2008); sus
botones pre-sinapticos, denominados botones gigantes, contienen decenas sitios activos de
liberacion de neurotransmisor y establecen contacto con espinas dendriticas igualmente
especializadas denominadas eminencias espinosas (Evstratova & Téth, 2014; Gundlfinger, 2008;
Henze et al., 2000). Los botones gigantes envuelven por completo a las eminencias espinosas
estableciendo multiples zonas activas en cada sinapsis, las cuales se encuentran en gran proximidad
del soma; la aferencia de la fibra musgosa se distribuye en una estrecha banda en el limite superior
del estrato piramidal, estableciendo sus contactos en las dendritas apicales principales de las
neuronas piramidales de CA3 (Evstratova & Téth, 2014; Rollenhagen & Liibke, 2010). Se estima que
cada célula granular establece contacto unicamente con alrededor de quince células piramidales v,
en cambio, con diez veces mas interneuronas; lo que es interpretado como una via de senalizacion
excitadora altamente especifica y rigurosamente controlada mediante inhibicion colateral (Acsady et
al., 1998; Lawrence & McBain, 2003).

Por el contrario, cada célula piramidal de CA3 recibe alrededor de veinte mil contactos
sinapticos de la red auto-asociativa (Le Duigou et al., 2014), la cual, sin embargo, presenta una
probabilidad de conectividad entre neuronas piramidales del 1%, mediante solo de uno a tres sitios
de liberacién por contacto sinaptico (Guzman et al., 2016), que establecen motivos repetitivos de
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conectividad como enlaces reciprocos, divergentes y convergentes y cadenas de enlaces que
estudios de modelaje indican una alta capacidad de separacidon y almacenamiento de patrones
(Guzman et al., 2016; Vyleta & Jonas, 2014).

Se hipotetiza que la via perforante provee informacién espacial y no espacial desde la
corteza entorrinal medial y lateral (Nilssen et al., 2019), respectivamente, necesaria para la formacion
de asociaciones arbitrarias (e.g. localizacién-olor, objeto-recompensa) y la recuperacion y

comparacion entre trazos de memorias, (Kesner, 2007, 2013; Rolls, 2013).

Cabe resaltar que el giro dentado, la principal aferencia de CA3, es un nicho neurogénico
prevalente en el cerebro maduro de muchas especies cuya plasticidad fisiologica y estructural se
encuentra estrechamente relacionada con procesos de aprendizaje (Spalding et al., 2013). Para esta
plasticidad es muy importante la neurogénesis y el remodelado estructural (sprouting) que, a su vez,
estan modulados por microglia y la comunicacién entre la microglia y las neuronas mediante la via

de la fractalquina (Bachstetter et al., 2011).

Conceptualmente, la region CA3 es cominmente descrita como una red de ensambles bien
definidos que son reclutados de manera selectiva por las células granulares del giro dentado y cuya
funcidn es la ortogonalizacion de los patrones y la recuperacion de patrones previamente codificados
a partir de informacién degradada, incompleta o ligeramente alterada (i.e. separacion vy
completamiento de patrones) (Guzman et al., 2016b; Le Duigou et al., 2014; Malvache et al., 2016;
Rolls, 2013).

Estas caracteristicas hacen de CA3 una region de gran interés fisiolégico y anatdmico. Sin
embargo, podrian ser también la razén de su alta susceptibilidad al dafio y la atrofia (McEwen, 1994),
especialmente concerniente a la epileptogénesis (McAuliffe et al., 2011), la neurodegeneration (
Zhang et al., 2013), la lesion traumatica cerebral (Mao et al., 2013; Schumm et al., 2022), la isquemia

(Medvedeva et al., 2017) y las alteraciones del neurodesarrollo (Belvindrah et al., 2014).
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Relevancia e Impacto

La actividad aberrante de nudcleos y regiones cerebrales se relacionan con un amplio
espectro de patologias del sistema nervioso; desde la epilepsia, el autismo y la esquizofrenia hasta
trastornos del animo, mismas que causan un masivo impacto econémico, especialmente para las
economias emergentes, y producen un detrimento de la calidad de vida de millones de personas
(Sahakian et al., 2015; World Health Organization, 2001). Las alteraciones funcionales en el
hipocampo, particularmente la region CA3, estan fuertemente relacionadas con multiples patologias
incluyendo desérdenes del espectro autista (Zhan, 2015), la esquizofrenia (Smith et al., 2007) y la
epilepsia,(Belvindrah et al., 2014), entre otros, por lo que su estudio se espera nos brinde un mayor

entendimiento sobre estas patologias ampliamente prevalentes.

El meticuloso estudio de la actividad neuronal ha llevado al reconocimiento de patrones de
actividad neuronal (individual y poblacional) normales y patolégicos que extienden nuestro
entendimiento del funcionamiento del sistema nervioso y se traduce en el desarrollo de novedosas
estrategias terapéuticas como la estimulacion cerebral profunda (Miocinovic et al., 2013), la
estimulacién magnética transcraneal (O’'Reardon et al., 2007) o nuevas terapias farmacoldgicas

(Lemonnier et al., 2017).

A pesar de estas optimistas premisas, el desarrollo de recursos terapéuticos y
descubrimientos sobre la fisiopatologia en el amplio rango de desérdenes del sistema nervioso se
ha mantenido histéricamente en rezago en comparacién con otras areas de la medicina moderna
como el combate a las enfermedades infecciosas, cardiovasculares o, incluso, oncologicas (Braff &
Braff, 2013; Féger & Hirsch, 2015). Dicha falta de progreso es palpable en el escepticismo de la
industria farmacéutica respecto a la inversion en investigacion y desarrollo en el area neuro-
psiquiatrica (Hyman, 2014; Jarvis, 2012; Mullard, 2018).

Ante este panorama, es razonable cuestionar si el pensamiento neurocentrista prevalente
en el area es en parte causante de este lento progreso. Si bien, la historia de las neurociencias ha
sido negligente con los elementos no neurales del sistema nervioso, ignorando modestamente a la
mitad de la poblacion celular, la investigacion de la interaccion entre las neuronas y las células gliales

y la manipulacion directa de la glia esta apenas en ciernes (Lai et al., 2009).

El proyecto de investigacién que constituye esta tesis ahonda en las consecuencias vy el
impacto de la inapropiada comunicacion entre las neuronas y la microglia desde una perspectiva
global que interroga estas cuestiones con una aproximacion multidisciplinaria y multi-escala; desde
estructuras sub-celulares y celulares, pasando por la fisiologia celular y del microcircuito, y
culminando en el impacto funcional en el organismo.
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Planteamiento del Problema

Existe poca investigacion al respecto de las posibles alteraciones en los procesos de
establecimiento y remodelado de la conectividad neuronal que una comunicacién entre las neuronas

y la microglia deficiente podria ocasionar.

La microglia participa durante el desarrollo en la supervivencia neuronal, la consolidacién de
sinapsis y el remodelado de los circuitos neuronales (Basilico et al., 2019; Bessis et al., 2007; Ueno
et al., 2013). Estas funciones dependen en parte de la comunicacién entre neuronas y microglia a

través de la via de la fractalquina (Arnoux & Audinat, 2015).

La interrupcion de esta via genera alteraciones en sinapsis corticales en la adultez que se
acompafan de ciertos déficits conductuales y fisiologicos (Paolicelli et al., 2011; Rogers et al., 2011;
Zhan et al., 2014). Adicionalmente, la via de la fractalquina es fundamental para el mantenimiento
de la neurogénesis hipocampal en el roedor adulto (Bachstetter et al., 2011) y la integracion

apropiada de las neuronas generadas en la adultez en el circuito hipocamapal (Bolds et al., 2018).

Dadas las caracteristicas morfologicas, citoarquitecténicas y fisiologicas de CA3, el
microcircuito es especialmente vulnerable a las alteraciones presentadas. En cambio, la disfuncion
de CA3 compromete enteramente la funciéon hipocampal y en consecuencia los procesos cognitivos
dependientes del hipocampo.

Hipotesis

La interrupcién de la senalizacién entre neuronas y microglia a través de la via de la
fractalquina, mediante la deplecion del receptor a fractalquina (Cx3cr1) altera la fisiologia normal de
la microglia, de manera tal, que el circuitos de CA3 del hipocampo sufre un desarrollo anormal,
incluyendo alteraciones morfologicas, citoarquitectdnicas y sinapticas que genera una actividad
poblacional aberrante, en detrimento de las funciones cognitivas que soportan en la adultez

resultado, al menos parcialmente, de una neurotransmision deficiente.
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Objetivo General

Realizar una caracterizacién de las alteraciones estructurales, fisioldgicas y cognitivas
asociadas a la deplecion del receptor a fractalquina, y la consecuente falla de comunicacion entre
las neuronas y la microglia, incluyendo el periodo temprano post-natal y la adultez mediante una
aproximacion multidisciplinaria que provea indicios novedosos de posibles alteraciones

fisiopatolégicas en el estudio de desordenes neuropsiquiatricos.

Objetivos Especificos

1. Determinar la densidad celular y la morfologia de la microglia en la region CA3 del
hipocampo en el periodo neonatal y en la adultez en el ratén Cx3cr1™-.

2. Caracterizar la actividad poblacional de la region CA3 durante el desarrollo perinatal del
microcircuito en el hipocampo neonatal del raton Cx3cr1.

3. Determinar, in vitro, las caracteristicas intrinsecas y sinapticas en las neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo en el ratén Cx3cr1”- adulto.

4. Caracterizar la conectividad funcional y las propiedades de red de la region CA3
hipocampal in vitro en el raton Cx3cr1”-.

5. Evaluar conductualmente las funciones cognitivas dependientes del hipocampo en el
raton Cx3cr1”- adulto incluyendo: conductas innatas, respuesta a estrés, interaccion
social y aprendizaje espacial.

6. Determinar las caracteristicas citoarquitectéonicas y morfolégicas de las fibras musgosas,
sus terminales y las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de CA3 en el ratén
Cx3cr1”-.
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Metodologia

Animales de experimentacion

Los protocolos experimentales y el uso y cuidado de todo animal experimental fueron
evaluados y aprobados por el comité de bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México en apego a la normal oficial mexicana para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio, NOM-062- ZO0-1999.

Los animales Cx3cr1”~ fueron adquiridos del laboratorio Jackson (cepa C57BL/6J, codigo
025524) (Yona et al., 2013) y los animales controles provienen de colonias “silvestres” de la cepa
C57BL/6J cuyos pie de crias provienen igualmente del laboratorio Jackson. Los animales son criados
en el Unidad de Transgénicos del Bioterio del Instituto de Neurobiologia, con alimento estandar y

agua ad libitum, en condiciones de temperatura controlada (24°C) y ciclo de luz/oscuridad de 12hr.

Animales adultos (10-14 semanas de edad) de ambos sexos utilizados para todas las
pruebas conductuales, los registros de patch-clamp, MEAs y fEPSPs, tincién de Timm y trazado
neuronal, asi como en los ensayos de inmunohistoquimica contra Iba-1. Para registros
electrofisiologicos de los potenciales gigantes despolarizantes (GDPs, por sus siglas en inglés) se
utilizaron animales de ambos sexos de 7-9 dias postnatales (P7-P9), asi como en algunos ensayos

de inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica, histologia y trazado neuronal
Inmunohistoquimica contra Ilba-1

Iba-1 es una proteina de unién a calcio de 17 kDa constituida por 147 aminoacidos,
codificada por una region parte del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Ill, entre las regiones
codificantes para la transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada (Bat2) y el factor de necrosis
tumoral alfa (Augusto-Oliveira et al., 2022; Ito et al., 1998). Es expresada por macréfagos circulantes
y microglia (lto et al., 1998). En condiciones fisiologicas, Iba-1 es Unicamente expresado por la
microglia en el cerebro. Su expresion es basta y uniformemente distribuida en la membrana de la
célula microglial, por lo que es un excelente marcador que permite la observacion detallada de la
morfologia de la microglia (Augusto-Oliveira et al., 2022).
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La visualizacién y caracterizacion de la morfologia de la microglia con Iba-1 fue realizada de

manera similar tanto en ratones neonatales como en adultos.

Procedimiento

Ratones neonatos (P10) y adultos fueron anestesiados con sevoflurano al 2% (v/v) y
pentobarbital (70 mg/kg), respectivamente. Mediante una toracotomia medial se les perfundio
transcardialmente primero con PBS fria, hasta obtener un retorno limpio de sangre, seguida de una
solucién de PFA al 4% en PBS (m/v). Se diseccionaron y extrajeron los encéfalos y se procedié a su
fijaciéon en una solucion de PFA al 4% en PBS durante 24hr.

La solucion de PFA fue sustituida por una solucion de sacarosa al 30% en PBS (m/v) y los
cerebros fueron dejados en inmersién hasta su precipitacion varios dias después. Una vez
precipitados, se procedié a la preparacién de bloques para corte en criostato; se embebi6é cada
cerebro en compuesto de temperatura 6ptima para corte (Tissue-Tek O.C.T., Sakura Finetek,
EE.UU.), utilizando un pequefio molde de dimensiones apropiadas para la pieza y se congelaron
mediante la técnica de “slush” (hielo seco diluido en metanol hasta conseguir una consistencia semi-
solida). Posteriormente, los cerebros fueron almacenados a -80C° hasta su uso. Con el uso del
criostato (CM 350S, Leica, Alemania), se obtuvieron secciones coronales de 30um de espesor
conteniendo la formacion hipocampal. Las secciones fueron recuperadas y almacenadas en flotacion

libre en PBS a 2-4C° hasta iniciar el protocolo de inmunohistoquimica.

Para la realizacion de la inmunohistoquimica contra Iba-1, las rebanadas fueron lavadas tres
veces en agitacion en PBS fresco durante 10 minutos. Posteriormente, fueron incubadas en la
solucion de bloqueo: 3% suero normal de burro, 0.3% Triton X-100 en PBS (v/v), durante una hora.
A continuacion, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario (anticuerpo policlonal de
conejo anti-lba-1, FUJIFILM Wako Chemical, EE.UU.) diluido 1:2000 en una solucion con 1% suero
normal de burro y 0.1% Triton X-100 en PBS (v/v) durante la noche a 4C°, seguido de tres lavados
con PBS fresco durante 15 minutos cada vez. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con
el anticuerpo secundario (anticuerpo anti-conejo Alexa-568, Molecular Probes, EE.UU.) diluido 1:500
en una solucién con 1% suero normal de burro y 0.1% Triton X-100 en PBS (v/v) durante dos horas

a temperatura ambiente.

Finalmente, las secciones fueron lavadas, de nuevo, tres veces en PBS fresco, durante 15
minutos cada vez, y montadas en portaobjetos gelatinizados con Fluoromount-G (Invitrogen, EE.UU.)

como medio de montaje.
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Microscopia

Se obtuvieron imagenes de epifluorescencia utilizando un microscopio Axiolmager (Zeiss,
Alemania) equipado con el sistema Apotome | (Zeiss, Alemania), con objetivos de 10X para capturas
de campo amplio y 63X para capturas de alta magnificacion. Al menos tres animales por grupo, tres
secciones por animal y tres campos de alta magnificacion por seccion (1388 x 1040 PPI, 1um
resolucion en z) fueron utilizados para la cuantificacion de densidad y andlisis morfologico de la

microglia (Young & Morrison, 2018).

Analisis

La cuantificacion de la densidad microglial y el procesamiento de las imagenes para el
analisis morfologico fueron llevados a cabo en la distribucion FIJI de ImagedJ (Schindelin et al., 2012)
con extenso uso de plugins incluyendo: Cell Counter, Bio-Formats (Linkert et al., 2010), SNT (Arshadi

et al., 2021) y AnalyzeSkeleton (Arganda-Carreras et al., 2010).

La densidad de la microglia en CA3 fue calculada mediante la contabilizacién manual de
células microgliales completas presentes en los campos de alta magnificacién. La reconstruccion y
analisis morfolégico de la microglia fue llevada a cabo de manera semi-manual en la suite SNT y
posterior analisis mediante el pulgin AnalyzeSkeleton, incluyendo: nimero de ramificaciones, puntos
finales, longitud promedio de las ramificaciones y longitud total de las ramificaciones (Young &
Morrison, 2018).

Tincion Neo-Timm

La tincion de Timm fue desarrollada a mediados del siglo pasado como un método de
deteccion de metales pesados en tejidos bioldgicos (Holm & Geneser, 1991). Posteriormente, fue
modificada y estandarizada para una sensible deteccion de zinc en el SNC mediante la precipitacion
con una solucién de sulfuro de sodio y posterior revelado argéntico (Holm & Geneser, 1991).

Debido a que la MF es la region del SNC con mayor concentracion de zinc (Holm & Geneser,

1991; Toscano-Silva et al., 2010a), el cual se localiza en la terminales axoénicas de esta aferencia,
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esta técnica histolégica es un método practico y ampliamente usado para determinar la distribucion

de la MF (Ramirez-Amaya et al., 2001a; Sunnen et al., 2011a; Toscano-Silva et al., 2010a).

Reactivos y Soluciones

I.  Solucién de sulfuro para perfusion:

Sulfuro de sodio 2.99
Fosfato de sodio (monohidratado) 3.0g
Agua des-ionizada 250ml

Agitar hasta disolver, una coloracion amarillenta en la solucién final es normal. La solucién

tiene un olor desagradable y es irritante.

II.  Formalina al 10%:
Formaldehido al 10% en PBS (v/v)

lll.  Solucion de post-fijacion:
Glutaraldehido concentrado (25%) 10ml
Dextrosa 249

Agua des-ionizada 70ml
La solucion de revelado se compone de cuatro soluciones individuales (1V-VII):

V. Solucién de goma arabica:
Goma arabica 500g
Agua des-ionizada 1L

Esta solucion tardara muchas horas en disolverse, incluso dias, por lo que se recomienda
preparar una gran cantidad, dejar en agitacion constante y alicuotar en tubos de 50-100ml. La

solucion final puede conservarse en congelacion hasta su uso.

V.  Amortiguador de citrato:
Acido citrico 5.1g
Citrato de sodio 4.79
38



Agua des-ionizada aforar a 20ml

VI. Solucién de hidroquinona:
Hidroquinona 3.49g
Agua des-ionizada aforar a 60ml

Puede tardar en disolverse unos minutos. La solucion es sensible a la luz.

VIL. Solucién de nitrato de plata:
Nitrato de plata 0.17g
Agua des-ionizada 1ml

VIIl.  Solucion final de revelado (Solucion de Timm):
Solucién de goma arabica 120ml
Buffer de citrato 20m|
Solucién de Hidroquinona 60ml
Solucién de nitrato de plata 1ml

Procedimiento

Para la realizacién de esta tinciéon los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(70mg/kg) via intraperitoneal, posteriormente fueron perfundidos con PBS frio hasta obtener signos
de lividez en higado y extremidades; a continuacion, se perfundié con aprox. 25ml de la solucion de

sulfuro de sodio hasta que se desarrolla una coloracion gris-verdosa en el higado.

Después, fueron decapitados y los cerebros removidos del craneo e incubados en esta
misma solucién por aprox. 1hr adicional y transferidos a la soluciéon de formalina al 10% durante la
noche. Al dia siguiente, los cerebros fueron transferidos a la solucién de post-fijacion por 1.5hr y

regresados a formalina 24hr mas. Prolongar el periodo de post-fijacion puede reducir el marcaje final.

Posteriormente, los cerebros fueron colocados en soluciéon crio-protectora de sacarosa al
30% en PBS hasta su precipitacion y encastrados en medio de inclusion para corte en congelacion.
Con el uso del criostato, se obtuvieron cortes seriados de 30um de espesor representativos de cinco
diferentes niveles de la porcién dorsal del hipocampo, desde Bregma (mm): -1.3, -1.5, -1.7, -1.9, -
2.1. Las secciones obtenidas fueron montadas en porta-objetos gelatinizados y se les dejo secar, sin

cubreobjetos, a temperatura ambiente durante una noche.
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El revelado de la marca se llevé a cabo, previa rehidratacién del tejido, con un tren inverso
de alcohol (95% etanol, 75% etanol, 50% etanol, 0% (v/v) en agua des-ionizada, tres minutos en
cada solucion), en la soluciéon de Timm, preparada en fresco, a aprox. a 25°C, durante aprox. 1 hren
un recipiente al resguardo de la luz. La rapidez de la reaccion es sensible a la luz y la temperatura,
por lo que el control de estas variables puede afectar el resultado final. Se recomienda revisar el
progreso del revelado con inspeccion visual al pasar 30-45 minutos y detener la reaccion cuando se
obtenga una marca negra bien desarrollada sobre el stratum lucidum del hipocampo y antes de que

la marca inespecifica se extienda desde el estrato molecular (Fig. 3).

Para detener la reaccion basta con enjuagar la solucion de Timm con agua destilada o des-
ionizada. Las secciones pueden ser tefiidas posteriormente con violeta de cresilo (tincion de Nissl)
de manera convencional o se puede proceder directamente a la deshidratacion en tren de alcoholes
finalizando con uno o dos pasos de xileno (Fig. 3). Una vez deshidratadas, las secciones fueron

cubiertas con un medio de montaje no acuoso (DPX, Sigma, EE.UU.).

A geiestiian a2

Fig. 3 Resultados representativos de la tincion de Timm

Fotomicrografia (4X) representativa de una seccién coronal de hipocampo dorsal
de raton teiida con la tincion de Timm (marca oscura), denotando la trayectoria y
distribucion de la fibra musgosa, y contra-teiiida con violeta de cresilo (tincion de
Nissl) que permite la visualizacion de los cuerpos neuronales.

Microscopia

Se obtuvieron fotomicrografias bilaterales de la regién hipocampal de las secciones a los
siguientes niveles desde Bregma: -1.3, -1.5, -1.7, -1.9 y -2.1mm, en las mismas condiciones de brillo
y contraste con un microscopio de campo claro con sistema de adquisicion de imagenes integrado
(DMC5400, Leica, Alemania), con una resolucion de 2048 X 1538 PPI.
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Analisis

Para el analisis cuantitativo del area de distribuciéon de la MF se desarrollé una rutina en
MATLAB (R2017b, MathWorks, EE.UU.) para la obtencion del area de mayor densidad optica
(putativamente la MF) mediante la substraccion de la densidad de un area de referencia (stratum
radiatum de CA3) siguiendo protocolos previamente publicados (Ramirez-Amaya et al., 2001).
Brevemente, las imagenes fueron cargadas a MATLAB, su formato fue convertido de RGB de 24 bits
a escala de grises de 8 bits y el valor de los pixeles fue normalizado con el valor promedio de la
intensidad del stratum radiatum. El area de distribucién de la MF fue definida como el area de los

pixeles en la region del stratum lucidum que tuvieran un valor inferior a 120.

Trazado neuronal con Dil

El Dil (1,1'-Dioctadecil-3,3,3',3'-Tetrametilindocarbocianina Perclorato) es miembro de una
familia de marcadores lipofilicos ampliamente usados para el rastreo de procesos celulares como
axones, dendritas, etc. en cultivo e in vivo, tanto en tejido vivo como en aquel posteriormente fijado
(Honig & Hume, 1989). El Dil es una molécula anfipatica con una estructura semejante a la de los
fosfolipidos de la membrana celular y que, de manera similar, se integra a la membrana y difunde en
su espesor (Cheng et al., 2014). Al integrarse en la membrana incrementa sustancialmente su

fluorescencia en el rango rojo-anaranjado.

Con esta técnica se procedio al marcaje de neuronas glomerulares del DG con el fin de
visualizar la morfologia fina de la proyeccién de la MF, en particular de los botones gigantes en CA3.
Igualmente, se utilizé6 para el marcaje y visualizacién de las espinas dendriticas tanto proximales

(excrecencias espinosas) como distales de las neuronas piramidales de CA3.

Procedimiento

Se prepararon rebanadas agudas transversales de hipocampo y corteza entorrinal (HEC, por
sus siglas en inglés), como se describe en el apartado correspondiente, de 100-150um de espesor,
a modo de maximizar la integridad de la MF (Xiong et al., 2017). Se dejaron recuperar al igual que
en el protocolo de registro y fueron transferidas a una solucion de PFA al 1.5% en PBS (m/v) a

temperatura ambiente por 1hr (Cheng et al., 2014).

Se prepar6 una solucion de Dil al 1% (m/v) en dimetil sulfoxido (Sigma, EE.UU.).
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Se seleccioné una rebanada y se colocd sobre un portaobjetos dentro de un circulo
delimitado por crayén hidrofébico a modo de contener un pequefio volumen de PBS. El tejido no
debe deshidratarse en ningin momento. Bajo guia microscopica, se tomé con la punta de una pipeta
de patch-clamp varios cristales precipitados de Dil y se depositaron en las regiones de interés; se
eligi6 el tercio externo de la capa molecular del DG para el marcaje de las células glomerulares y el
tercio mas distal del stratum molecular de CA3 para el marcaje de neuronas piramidales. Varios sitos
de marcaje son necesarios para obtener una visualizacion adecuada, sin embargo, debe mantenerse
en cuenta que la fluorescencia del depdsito excesivo de Dil puede interferir en la adquisicion de

imagenes con suficiente contraste.

Al finalizar el marcaje, las rebanadas fueron transferidas a una solucién de fijacion con 4%
PFA en PBS (w/v) e incubadas en la oscuridad a 30°C. Previo a la captura de imagenes de
microscopia, las rebanadas fueron montadas en portaobjetos no gelatinizados con PBS o

Fluoromount-G (Invitrogen, EE.UU.) como medios de montaje y cubiertos con cubreobjetos.

Microscopia

Se capturaron imagenes de microcopia confocal dentro de las primeras 48hr al terminar el
periodo de incubacion. Se utilizé el microscopio invertido AxioVert 200 LSM 510 (Zeiss, Alemania),

con un laser de excitacion con una longitud de onda de 516nm Yy filtros de emision de 575-615nm.

Se obtuvieron imagenes panoramicas con un objetivo de 20X en un solo plano. Para la
adquisicion de imagenes de alta magnificacion se utilizé un objetivo de inmersién multiple de 63X
con una maghnificacion digital adicional (3X) y se obtuvieron pilas de imagenes en tres dimensiones

con una resolucion de 512 x 512 0 1024 X 1024 PPl y 0.5um de resolucién en z.

Analisis

Para el analisis de las imagenes de alta magnificacion se utilizo la distribucion FIJI de ImageJ

y plugins asociados, particularmente Bio-Formats y SNT.

Para la cuantificacion de la densidad de espinas dendriticas en las excrecencias espinosas,
se cuantificaron las cabezas de las mismas manualmente en toda la extension dendritica apical,
donde fueron encontradas. La densidad es definida como el nimero de cabezas de espinas
encontradas dividida por la longitud dendritica donde fueron encontradas (expresada como numero

de espinas por cada 20um de longitud dendritica). Una cuantificacion similar se llevé a cabo para las
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espinas de dendritas secundarias y terciarias, eligiendo segmentos aleatoriamente de 20um en

longitud y cuantificando manualmente las espinas dendriticas encontradas.

Los axones de la MF con suficiente aislamiento de otras estructuras fueron reconstruidos
semi-manualmente en la suite SNT. A aquellos axones exitosamente aislados y reconstruidos se les

cuantificé la densidad de botones gigantes, el nimero de filopodios y el volumen de los mismos.

Los filopodios fueron cuantificados manualmente. El volumen de los botones gigantes fue
estimado exportando las reconstrucciones obtenidas como mascaras binarias, aislando botones
individuales mediante la definicién de regiones de interés, interpolando esta regiéon de interés a lo
largo de la pila de imagenes en z y cuantificando el area cubierta por el botén en cada plano. La
sumatoria de las areas individuales fue multiplicada por la resolucion en z de la pila (0.5um) para

obtener el volumen del boton.

Registros electrofisiolégicos

Obtencion de rebanadas transversales de hipocampo y corteza entorrinal
(HEC)

Para la realizacion de los registro electrofisiologicos in vitro se obtuvieron rebanadas
transversales de hipocampo y corteza entorrinal (Bischofberger et al., 2006c). Este plano de corte
optimiza la preservacion de las proyecciones axonales intrahipocampales, especialmente el de la
MF, la cual tiene una trayectoria ortogonal al eje longitudinal (Bischofberger et al., 2006; Xiong et al.,

2017). Esta preparacion fue utilizada para los registros de patch-clamp, MEAs y fEPSPs.

Procedimiento

El raton fue anestesiado con pentobarbital sdédico (70mg/kg), se realizé una toracotomia con
abordaje subdiafragmatico incidiendo la parrilla costal bilateralmente y exponiendo los 6érganos del
térax. Se realizé una perfusion cardiaca con solucion neuroprotectora (en mM: sacarosa 238, glucosa
30, NaHCOs3 25, KCI 3, MgCl2 2.5) pH = 7.4, fria y gaseada con carbdgeno al 95% de oxigeno. Se
decapitd y se expuso el encéfalo realizando dos incisiones laterales en el agujero magno, una
incision coronal a nivel de los bulbos olfatorios y una incisién caudo-rostral a través de la sutura

sagital hasta separar el craneo en dos hojas laterales.
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Se extrajo el encéfalo con un disector frio y humedo en un sentido rostro-caudal seccionando
los nervios pares craneales y se le coloca brevemente en la solucidon neuroprotectora a punto de

congelacion.

Posteriormente, se coloco el cerebro en una superficie plana, se diseco el cerebelo y se
separaron los hemisferios cerebrales mediante una incisidn por la cisura interhemisférica. Los
hemisferios fueron colocados sobre su plano medial y se cred un plano artificial mediante una incision
rostro-caudal que retird la porcién mas dorsal de la corteza en un angulo que una las porciones mas
dorsales de los extremos rostral y caudal del hemisferio para crear un nuevo plano que sera la
superficie de fijacion (Bischofberger et al., 2006).

Cada hemisferio fue adherido a la base del vibratomo con cianoacrilato sobre el nuevo plano
creado y en direccion caudo-rostral con respecto al filo de la navaja y se les cubrié con solucion
neuroprotectora fria, gaseada continuamente con carbégeno al 95% y se procedié a obtener
rebanadas de 350-400 um de espesor que contenian la formacion hipocampal y corteza entorrinal
circundante (HEC) (Xiong et al., 2017). Las rebanadas fueron posteriormente incubadas en solucion

neuroprotectora a 34°C por 30 min y, posteriormente, una hora a temperatura ambiente.

Para el registro de los GDPs se prepararon rebanadas hipocampales coronales de ratones
de P7-P9 de edad de manera semejante a la descrita anteriormente. Brevemente, los animales
neonatales fueron anestesiados con frio y rapidamente decapitados. Posteriormente, se diseca el
encéfalo y se retira el cerebelo y se deja incubar por unos minutos en solucién neuroprotectora fria.
El cerebro es montado para la obtencion de rebanadas coronales de 450-500 um. Las rebanadas
fueron luego incubadas en liquido cefaloraquideo artificial estandar durante una hora a temperatura

ambiente.

Registro con matrices de multi-electrodos (MEAs)

El registro con matrices de multi-electrodos es una técnica versatil de registro de actividad
electrofisiolégica extracelular, incluyendo potenciales de accién y potencial local de campo, que
permite el monitoreo y registro de multiples canales distribuidos espacialmente, con lo cual puede
mapearse la actividad de distintas regiones de un microcircuito cerebral simultaneamente, un
desarrollo muy util en el creciente campo de la electrofisiologia de redes (Liu et al., 2012). Ademas,
esta técnica hace también posible la implementacion de protocolos clasicos de transmisién vy

plasticidad sinaptica.
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Ambas aplicaciones de los arreglos de multi-electrodos fueron utilizados; el registro
simultaneo de actividad extracelular de la regién CA3 fue usado para la caracterizacion de la
conectividad funcional de la red, mientras que protocolos de evocacion de fEPSP fueron utilizados

para la identificacion de efectos diferenciales en las aferencias principales de CA3.

Procedimiento

Tras un periodo de incubacion de al menos una hora, una rebanada, seleccionada por la
integridad aparente de la formacion hipocampal, fue transferida a la camara de registro (MEA2100,
MultichannelSystems, Alemania), perfundida con liquido cefaloraquideo artificial (LCRA; en mM:
glucosa 10, NaCl 125, KCI 2.5, NaHCOs 25, Na:HPO4 1.25, MgCl2 2, CaCl2 2) burbujeado
constantemente con carbogeno al 95% a una temperatura de aprox. 34°C, donde fue colocada con
precisibn procurando que las primeras dos columnas del arreglo de 6x10 electrodos
(60pMEA100/30iR-Ti, MultichannelSystems, Alemania) cubrieran la regién del giro dentado (GD) y

el hilio, mientras que el resto del arreglo ocupara la region CA3 (Fig. 4).

Tras un periodo de aproximadamente 30
min de estabilizacién, donde se vigild el
surgimiento paulatino de espigas extracelulares
en numerosos canales, se registré la actividad
espontanea basal con wuna frecuencia de
adquisicion de 25kHz, sin filtros, durante 15 min.
Como método de verificacion del origen biolégico
de la actividad registrada, se gase6 el LCRA con
nitrégeno al 95%, induciendo un grado severo de
hipoxia y verificando la desaparicion de Ia
actividad multi-unitaria (MUA).

Fig. 4 Registro en MEA de la region CA3

Larebanada es colocada de tal forma que maximiza
la posibilidad de registrar el area de interés. EC,
corteza entorrinal; DG, giro dentado; CA3, cornu A

ammonis 3; CA1, cornu ammonis 1. partlr de estos reglstros se

caracterizaron la topologia y las propiedades de

las redes construidas a partir de la estimacién de la conectividad funcional entre las unidades
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aisladas (e.g. densidad de enlaces, grado de conectividad, grado de agrupacion, etc.) (Poli et al.,
2015).

En otros registros, una vez obtenido un registro estable de actividad espontanea, se llevaron
a cabo curvas de entrada/salida de fEPSP para la evaluacion de las aferencias mas importantes de
CA3: la MF y la red AC (Hagena & Manahan-Vaughan, 2011). En ambos casos, los fEPSPs fueron
registrados en la region CA3 del hipocampo y evocados con pulsos pareados cuadrados simétricos
bifasicos de corriente directa de 200us de duracion y amplitud creciente de 0-75uA, con incrementos
de 5uA y cuatro repeticiones por paso. Los pulsos fueron administrados con un solo canal del MEA
con una frecuencia de 0.06Hz. Para la MF el fEPSP fue evocado invariablemente con un electrodo
en la capa granular suprapiramidal del DG, mientras que para la AC se busco estimulacion en el

stratum radiatum o stratum oriens de CA3 (Chattariji et al., 1989).

En todos los experimentos de transmision sinaptica el electrodo de registro elegido para
analisis fue aquel con la respuesta de mayor amplitud con relaciéon al ruido basal, estabilidad,
consistente latencia (~2ms) y localizacion dentro de 300-400um del electrodo de estimulacién. Para
algunos registros de la MF, la identidad de la aferencia fue verificada con la aplicaciéon en el LCRA
del agonista de los receptores metabotropicos de glutamato tipo 2/3 DCG-IV ((2S,2'R,3'R)-2-(2',3'-
Dicarboxiciclopropil) glicina, 2uM, Tocris, Reino Unido) (Fig. 5).

Amplitud Norm.

6 7 8 9 10 11 12

=
N 4
w
g
(6,

Tiempo (min)
Fig. 5 Verificacion de la identidad de la fibra musgosa.
El agonista de los receptores mGIluR2/3 DCG-IV fue utilizado como verificacion adicional del origen del evento

sinaptico evocado mediante estimulaciéon del giro dentado. Como puede apreciarse, el DCG-IV tiene un potente y
rapido efecto inhibitorio en la fibra musgosa independiente del genotipo. WT =3, KO =3, escala = 0.05mV y 10ms.
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Analisis

El registro elegido para el analisis de las curvas de fEPSPs fue exportado y analizado en
Clampfit (v.10, Molecular Devices, EE.UU.) donde la magnitud del pico maximo de amplitud y la
pendiente de ascenso del potencial fueron estimados graficamente. El indice de pulso pareado (PPR,
por sus siglas en inglés) fue calculado como el cociente de la amplitud del segundo potencial evocado

entre el primero.

Los registros de actividad espontanea fueron exportados para su pre-procesamiento al
software MC_Rack (Multichannel Systems, Alemania) donde fueron inspeccionados visualmente y
seleccionados los canales con claras espigas extracelulares y, posteriormente, filtrados en una
banda de 350 a 7000Hz para ser exportados al software Plexon Offline Sorter (Plexon, EE.UU.) para

el proceso de spike sorting.

Se detectaron como espigas los eventos que sobrepasaran un umbral de 2.6SD sobre la
media del registro filtrado y, posteriormente, se identificaron unidades mediante un proceso de
agrupamiento tomando como principales criterios la separacion entre grupos en un plano
tridimensional constituido por los tres primeros componentes principales, la forma promedio de la
espiga identificada, el histograma de intervalos entre espigas y la inspeccién visual del registro
(Martinez & Quiroga, 2013; Nieto-Posadas et al., 2014).

Una vez obtenidos los trenes de disparo de las neuronas putativas, la conectividad funcional
del microcircuito de CA3 fue estimada mediante el calculo del “Spike Time Tiling Coefficient” (STTC)
(Cutts & Eglen, 2014) sobre cada par de trenes de disparo (Fig. 6). EI STTC es una medida de
correlacion que presenta multiples ventajas con respecto a otros métodos; robustez ante la eleccion
de la ventana de coincidencia, insensibilidad a la taza de disparo y los periodos de silencio, no asume
una distribucion particular de los intervalos inter-espigas, no es sensible al patréon de disparo (e.g.
regular, en rafaga, etc.), y es ademas una correlacion simétrica (i.e. AB = BA) (Cutts & Eglen,
2014)(Fig. 6) (Fig. 5). EI STTC es sensible a correlaciones negativas, siendo su rango de -1 (perfecta

correlacion negativa), 0 (nula correlacion), a 1 (perfecta correlacion positiva) (Cutts & Eglen, 2014).

El método fue implementado en Python a partir del codigo original en C (Cutts & Eglen,
2014), fue validado por un grupo independiente y se encuentra disponible como parte del proyecto
Elephant (Electrophysiology Analysis Toolkit) (http://neuralensemble.org/elephant/) (Yegenoglu et
al., 2018).
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Fig. 6 Determinacion del STTC

La determinacion del STTC como métrica de correlacién entre pares de trenes de disparo relaciona la proporcién de
tiempo de registro “cubierta” por las espigas de la neurona A con la proporcion de espigas de la neurona B “cubierta”
por las espigas de la neurona A y viceversa. El unico parametro determinado por el usuario es la duracion de la
ventana (At), en este caso 5ms. Los parametros Ts y Pa son calculados de manera similar a Ta y Ps invirtiendo la
neurona de referencia. El STTC es, por lo tanto, una métrica de correlacion simétrica.

A partir de la determinacion de este coeficiente se construyé la matriz de adyacencia
ponderada de cada registro a la cual se le aplic6 un umbral de significancia de 3 desviaciones
absolutas de la mediana (MAD, por sus siglas en inglés) a los valores crudos de correlacion, este
método fue elegido por su robustez en distribuciones ampliamente sesgadas y refinado hasta obtener
una densidad de conectividad semejante a reportes previos (Fornito et al., 2016; Leys et al., 2013;
X. Li etal., 2010) (Fig. 7).

Esta aproximacion fue validada adicionalmente con su aplicacion en trenes de disparo
sustitutos construidos a partir de permutaciones aleatorias de los trenes originales mediante el
método de spike train dithering (Grin et al., 2010) (Fig. 7). Este método (STTC) revel6 practicamente

nula correlacién entre los pares de trenes sustitutos.

Las matrices de adyacencia ponderadas fueron convertidas a grafos para la determinacion
de sus caracteristicas topolégicas (Bullmore & Sporns, 2009a) (Fig. 7). Este analisis fue

implementado en Python con amplio uso de la biblioteca NetworkX (Hagberg et al., 2008).
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Fig. 7 Validacién del STTC y determinacion del umbral

Histogramas de los valores del STTC determinados en registros de rebanadas WT (azul) y determinados en trenes
de disparo construidos a partir de permutaciones aleatorias de los trenes originales (naranja). Notese la distribucién
alrededor de cero de las correlaciones de trenes aleatorizados (naranja). La diferencia entre los valores de STTC de
trenes reales y los sustitutos es tan grande que usando un umbral de incluso 5 desviaciones estandar de la media
de esta distribucion (lineas punteadas naranjas) se obtienen grafos excesivamente densos (>90%; grafo superior).
Por lo que se determiné un umbral de 3 MAD sobre la distribucién de valores de STTC reales (lineas punteadas
azules), con lo que se obtienen grafos con densidad similar a la reportada mediante otras técnicas (~20%; grafo
inferior) (Guzman et al., 2016) .

Registros de patch-clamp

Complementariamente a los registros extracelulares, se realizaron registros de patch-clamp
en la modalidad de célula completa con el fin de caracterizar las propiedades intrinsecas de las

neuronas piramidales de CA3, asi como la actividad sinaptica espontanea en estas células.

Procedimiento

Se registré mediante la técnica de patch-clamp, en su configuracion de célula completa,
neuronas piramidales de CA3 en la preparacion de la rebanada HEC, como se describié previamente
(Bischofberger et al., 2006).
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Bajo guia microscopica y visualizacion mediante contraste por interferencia diferencial (DIC,
por sus siglas en inglés) se seleccionaron células piramidales de la region CA3b del hipocampo con
signos visuales de viabilidad y localizacion del soma dentro del estrato piramidal. Para el registro de
patch-clamp se utilizaron electrodos de borosilicato con un diametro interno: 0.86mm, externo:
1.5mm y con filamento (Sutter Instruments, EE. UU.), con una resistencia en el bafio (LCRA, descrito
previamente) de 3-5MOhms con una solucion intracelular compuesta por: en mM gluconato de
potasio 120, KCI 10, HEPES 10, MgClz 1, EGTA 0.05, Li.GTP 0.3, Na.ATP 2 (Debanne et al., 1996).

Las sefales electrofisiolégicas fueron amplificadas (Axopatch 200b, Molecular Devices,
EE.UU.), filtradas (filtro pasa-bajas 10kHz) y digitalizadas a 30kHz (Digidata 1550, Molecular
Devices, EE.UU.) dentro de la suite pClamp (v.10, Molecular Devices, EE.UU.).

El potencial de membrana en reposo se verifico inmediatamente después de obtener la
configuracion de célula completa y se descarté toda célula con un potencial de membrana superior

a -50mV y/o una resistencia de acceso superior a 40MOhms.

A continuacion, en la modalidad de fijacion de corriente, se llevo a la célula a un potencial
de membrana de aprox. -70 mV y se aplicé un protocolo de inyeccién de corriente con incrementos
de 25 pA a partir -250 pA hasta la obtencién del primer potencial de accién para la obtencion de la
curva corriente/voltaje (I/V). De manera similar, la curva de corriente/disparo se realizé con
inyecciones de corriente a partir de 0 pA y con incrementos de 25 pA hasta la obtencién de la

frecuencia estable de disparo.

Para el registro de corrientes sinapticas esponténeas, una vez concluida la caracterizacion
de la célula, se paso al modo de fijacion de voltaje, se llevo a la célula a un potencial de -70 mV y se

registrd en modo gap-free la actividad sinaptica espontanea durante 5min.

Analisis

Todos los registros fueron analizados en la suite Clampfit. Las caracteristicas mas tipicas de
las neuronas de CA3 como ausencia de sag (< 1mV) y baja frecuencia de disparo (3-5Hz) fueron

usadas como criterios de verificacion de la identidad celular (Hemond et al., 2008).

Los protocolos realizados en fijacion de corriente fueron utilizados para calcular la resistencia
de entrada, constante de tiempo de membrana y capacitancia celular. La resistencia de entrada fue
calculada ajustando una regresion lineal a la porcion de la I/V cercana al cero de corriente inyectada;
la constante de tiempo fue tomada como el valor del primer parametro de un ajuste de doble

exponencial a un trazo de baja amplitud en la I/V; la capacitancia fue calculada como el cociente de
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la constante de membrana dividida entre la resistencia de entrada y el sag fue calculado como la
diferencia entre la porcion mas negativa de la deflexion del potencial de membrana ante la inyeccion
de un pulsos negativo de corriente y el potencial de membrana en estado estacionario a este mismo
pulso de corriente (Johnston, 1981; Rall, 1969).

Las corrientes post-sinapticas espontaneas (sPSCs) fueron detectadas utilizando la funcion
de comparacion de plantillas (template matching) de Clampfit supervisada manualmente. Debido al
amplio rango de amplitudes de las sPSCs registradas en CA3, dos plantillas fueron utilizadas; una
para los eventos menores a 50pA y otra para los mayores a 50pA. Cada plantilla se construyé como

la forma promedio de al menos 10 eventos manualmente seleccionados.

Registro de campo de potenciales despolarizantes gigantes (GDPs)

Los potenciales gigantes despolarizantes (GDPs, por sus siglas en inglés) son considerados
la primer forma de actividad neuronal organizada del hipocampo en desarrollo (Ben-Ari, 2001; Ben-
Ari et al., 1989). Estos potenciales fueron descritos por primera vez como mesetas pronunciadas de
despolarizacion membranal acompafiadas de rafagas de disparos en neuronas piramidales de CA3
en preparaciones de rebanadas de hipocampo neonatal que emergen de manera espontanea
durante la primer semana de vida y desparecen hacia el final de la segunda (Ben-Ari et al., 1989).

Sin embargo, pronto fue reconocido su origen como una forma de actividad poblacional
iniciada por un disparo sincronico de las neuronas GABAérgicas, que en este periodo producen una
corriente despolarizante, que evocan la despolarizacién sincrénica de las neuronas de CA3
reduciendo el bloqueo de los receptores NMDA y culminando en rafagas de disparo poblacional
(Kasyanov et al., 2004; Khalilov et al., 2015; Leinekugel et al., 1998).

Se ha especulado que esta forma primordial de actividad ritmica del hipocampo juega un
papel importante en la consolidacion de sus sinapsis y podria ser un antecesor directo de otras
formas de actividad sincronica en el hipocampo adulto como las sharp waves (Ben-Ari, 2001;
Leinekugel et al., 2002).

Los GDPs registrados extracelularmente se observan como una deflexion del potencial local
de campo, generalmente bifasica (Fig. 8), de gran magnitud y cientos de milisegundos de duracion
(Leinekugel et al., 1998) que evoca una rafaga sincrénica de potenciales de accion (Ben-Ari et al.,
1989).
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Procedimiento

Al transcurrir al menos 1hr de recuperaciéon en la solucién de incubacion, una rebanada
coronal de hipocampo de ratén neonato (P7-P9) fue colocada en una camara de inmersion con LCRA
circulante y burbujeo continuo con carbogeno (95% Oz, 5% COz2) a 32-33° C. Bajo guia microscopica,
se coloco una pipeta de borosilicato de baja resistencia (aprox. 500 KOhms), llena de LCRA, en el
estrato piramidal de la region CA3 del hipocampo y se observd de manera continua la actividad
espontanea de banda amplia (0.3Hz-3kHz) hasta localizar una regién en la que los f{GDPs ocurrieran

de manera periddica (Fig. 8).

Se dej6 estabilizar el registro por 30 min y se registré 30-60 min de actividad espontanea.
Finalizado este periodo se verifico la identidad de los fGDPs al aplicar 5 uM de bicuculina durante 10
min (Ben-Ari et al., 1989; Leinekugel et al., 1998; Zakharov et al., 2016). Finalmente, toda respuesta
biologica fue inhibida con la aplicacion de 1 mM de lidocaina (Pefia-Ortega et al., 2010). Todos los

farmacos fueron aplicados en el bafio circulante.

Analisis

Para la caracterizacion de los GDPs y la estimacion de la actividad multiunitaria (MUA), los
registros de campo fueron procesados mediante descomposicion y reconstruccion con ondulillas
(wavelets) (Quiroga et al., 2001). Este procesamiento permitio la separacién de los elementos de

baja (potencial de campo y GDPs) y alta frecuencias (MUA) de la sefial original (Fig. 8a).

Posteriormente, se cuantifico la frecuencia, amplitud y duracion media de los fGDPs en el
componente de baja frecuencia y la MUA en el componente de alta frecuencia. La frecuencia de la
MUA fue caracterizada de manera global (todo el registro) y, ademas, separada en periodos entre
los fGDPs (inter-fGDP) y durante los fGDP (intra-fGDP). La deteccion de espigas se llevé a cabo con
un umbral de amplitud de 5MAD (Martinez & Quiroga, 2013), con una duracion minima de 1ms y un
intervalo minimo de 2ms en el componente de alta frecuencia de la sefial (Fig. 8b). La deteccion de
fGDPs fue llevada a cabo con un umbral de 10MAD, una duracién maxima a media amplitud de
400ms y un intervalo minimo de 1s en el componente de baja frecuencia de la sefial (Leinekugel et
al., 1998) (Fig. 8c).

Las rafagas de MUA fueron detectadas mediante un suavizado con una funcién gaussiana
con una ventana de 50ms de la serie de tiempos de las espigas para detectar periodos de frecuencia

incrementada de disparo. Una rafaga fue definida como un pico en la funcién suavizada de disparo

52



de al menos 10MAD con un intervalo minimo de 400ms. La coincidencia entre una rafaga MUA y un
fGDPs fue determinada como la diferencia en el tiempo del pico de la rafaga con respecto al pico del
fGDP menor a 100ms (Fig. 8c).

Un procedimiento adicional fue convertir la serie de tiempos de las espigas en una serie de
frecuencia de disparo continua con una funciéon de vagén con una ventana deslizante de 200ms la

cual fue correlacionada con el componente de baja frecuencia que contiene a los fGDPs.

Este procesamiento y cuantificacion se llevaron a cabo con cédigo ad hoc desarrollado en
MATLAB.
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Fig. 8 Analsis de los registros de fGDPs

a) Descomposicién y reconstruccion de la sefial de campo mediante ondulillas (wavelets) donde se muestra la
sefal original (azul), el componente de frecuencias bajas (amarillo) conteniendo los fGDPs y el componente de
frecuencias altas (naranja) conteniendo las espigas extrecelulares. b) Trazo representativo del componente de
frecuencias altas mostrando el resultado de la deteccion de espigas, notese el par de rafagas inducidas por
fGDPs. c) Trazos representativo mostrando el resultado de la deteccion de coincidencias entre los fGDPs (azul)
y el incremento en la frecuencia de las espigas (naranja), indicados por puntas de flecha.
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Fenotipificacion Conductual

Excavacion (Burrowing)

La conducta de excavacion es una conducta innata en multiples especies de roedores que
tiene como objetivo la construccion de una madriguera y la consecuente proteccion contra los
elementos (Deacon, 2006). Esta conducta innata es un parametro sensible para la estimacion del
bienestar de los roedores experimentales (Jirkof, 2014) y varios reportes han relacionado
alteraciones en esta conducta con diversos estados patolégicos como infecciones por priones,

estados inflamatorios y lesiones hipocampales (Deacon, 2012).

Procedimiento

La determinacion de alteraciones en la conducta de excavacion se llevé a cabo de acuerdo
a protocolos publicados previamente (Deacon, 2012; Deacon, 2006). Utilizando cilindros plasticos
de aproximadamente 20cm de largo y 7cm de diametro, con un solo extremo abierto, se colocaron
400g de gravilla de rio previamente desinfectada. Este aparato fue colocado primeramente en la caja
de alojamiento de los sujetos experimentales durante 12hr en una primera sesion de habituacién al
aparato. Posteriormente, dos sesiones de excavacion individual se llevaron a cabo con 48hr de
separacion. En esta sesion cada sujeto fue colocado individualmente en cajas de alojamiento con un

cilindro de excavacion con 400g de gravilla de rio durante una noche (12hr).

La primer sesion de excavacion tiene como objetivo familiarizar al sujeto con la tarea y
disminuir la variabilidad en la respuesta (Deacon, 2012). Al terminar la sesion cada individuo fue
regresado a su caja habitual de alojamiento. La segunda sesion se llevo a cabo, de manera similar,
48hr después. El peso de la gravilla remanente en el tubo al terminar las 12hr de la sesion es

cuantificado y sustraido del total inicial para la estimacion del peso excavado (Deacon, 2006).

Campo Abierto

La prueba de campo abierto es uno de los paradigmas conductuales mas utilizados tanto
como una prueba de actividad locomotriz y exploracion general, asi como una prueba de conducta
asociada a ansiedad no condicionada (Seibenhener & Wooten, 2015b). La tarea toma como
referencia la conducta habitual de los roedores de evitar los espacios abiertos y la luz intensa en un
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contexto ambiguo en el que se le presenta al sujeto un espacio novedoso que le estimula a la
exploracion; esta prueba cuenta con amplia validez farmacolégica (Carola et al., 2002; Prut &
Belzung, 2003).

Procedimiento

La prueba se llevé a cabo en una arena de 60x60x30cm con piso blanco texturizado y
paredes transparentes. El aparato fue rodeado de cortinas negras para evitar estimulos distractores

e iluminado desde el techo con una intensidad luminica de ~100 lux.

Los animales fueron llevados al cuarto de pruebas y habituados por un periodo minimo de
1hr previo a las pruebas. Durante este periodo y durante las pruebas se reprodujo ruido blanco con

el objetivo de bloquear estimulos auditivos externos.

Al terminar la habituacién, cada sujeto experimental fue colocado en el centro de la arena y
se le dejo explorar libremente por un periodo de 5min. Al finalizar este periodo los sujetos

experimentales fueron regresado a su alojamiento habitual.

Analisis

Las pruebas fueron videograbadas para su posterior analisis con el uso del programa
SMART (Panlab, Harvard Instruments, EE.UU.), en el cual se cuantifico el tiempo transcurrido en el
centro y en la periferia de la arena, asi como las transiciones entre una y la otra zona, la velocidad
promedio, la velocidad maxima de desplazamiento y el tiempo de inmovilidad (Seibenhener &
Wooten, 2015).

Laberinto Elevado en Forma de Cruz

Una prueba complementaria al campo abierto y considerada la prueba estandar para la

evaluacion de conducta tipo ansiedad es el laberinto en cruz elevado (Walf & Frye, 2007).

Tanto el laberinto en cruz elevado, como el campo abierto, explotan la preferencia de los
roedores por los espacios confinados y poco iluminados y su aversion por la iluminacion intensa
(Walf & Frye, 2007). El aparato del laberinto en cruz elevado explota este principio al presentar al
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sujeto con un ambiente que consiste en dos regiones expuestas, dos brazos sin paredes y elevados
del piso, y dos regiones de refugio (Fig. 19K,I), dos brazos con paredes altas que disminuyen la

exposicion del sujeto experimental (Carola et al., 2002).

El protocolo mas utilizado para esta prueba consiste en una sola exposicion al laberinto tras
una breve habituacion al cuarto experimental (Walf & Frye, 2007a). Sin embargo, mdltiples autores
han cuestionado este acercamiento con el argumento de que la prueba presenta al sujeto un contexto
ambiguo donde coexisten la preferencia de lugar (refugio vs exposicion) con el estimulo atrayente
de un ambiente novedoso que los roedores tienden a explorar (Ennaceur, 2014). Una solucién cada
vez mas aceptada a este cuestionamiento es el protocolo de doble exposicion al laberinto en cruz
elevado. En efecto, diversos autores reportan resultados mas consistentes y reproducibles cuando
los animales son expuestos a dos sesiones de exploracion del laberinto en cruz elevado (Ennaceur,

2014), estableciendo que la preferencia por uno de los compartimentos se revela con mayor claridad.

Procedimiento

Todos los brazos del aparato son simétricos, 10x35¢cm, unidos por un area central los brazos
cerrados cuentan con paredes laterales (30cm aprox. en altitud) que se extienden desde el centro
del aparato hasta los extremos laterales. El aparato, que se encuentra elevado desde el piso aprox.
45cm, fue iluminado desde el techo con lamparas fluorescentes convencionales, logrando una

intensidad luminica en la superficie del laberinto de aprox. 100 lux.

Los animales fueron habituados al cuarto de experimentacion, cubiertos por una manta
negra, por un periodo de al menos 1hr previo al inicio de las pruebas. Posteriormente, cada sujeto
fue individualmente colocado en el area central del laberinto y se les dejé explorar libremente por

5min. Este mismo protocolo fue repetido 24hr después, para la segunda sesion.

Analisis

Las sesiones fueron videograbadas y analizadas posteriormente con el uso del programa
SMART (Panlab, Harvard Instruments, EE.UU.), con el cual fue cuantificado el tiempo de
permanencia en cada brazo del aparato, asi como en la zona central, el tiempo transcurrido en

deambulacién y en inmovilidad, y la velocidad maxima y promedio de deambulacion.
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Interaccion Social

En especies gregarias como los roedores y los humanos la interaccion social es un aspecto
fundamental y caracteristico del fenotipo conductual con claras ventajas evolutivas. La reciente
evidencia de su correlato neurobiolégico expone la interaccién social como una conducta compleja
que involucra y recluta la asociacién de diversas areas cerebrales, especialmente el hipocampo y la
corteza prefrontal (Kingsbury et al., 2019; Zhan, 2015). El impedimento en el establecimiento de
relaciones sociales es un signo claro en multiples patologias neuropsiquiatricas y su estudio

sistematico es objeto de creciente interés (Sankoorikal et al., 2006).

La prueba mas utilizada para la evaluacién de interaccién social es la propuesto por el grupo
de Crawley (Moy et al., 2004a; Yang et al., 2011), conocido como la prueba de tres camaras para
interaccién social. La prueba consiste en una arena dividida en tres compartimentos de similares
dimensiones y libre acceso entre ellas. El compartimento central permanece vacio mientras que en
los compartimentos de los extremos se colocan jaulas que contendran un objeto inanimado de un
lado y un sujeto conespecifico desconocido para el sujeto de prueba en el otro lado (Moy et al.,
2004).

Procedimiento

El aparato fue colocado en un cuarto sonoamortiguado, rodeado de cortinas negras. Tanto
durante la habituacion como la fase de prueba, se reprodujo ruido blanco ambiental. La intensidad

de la iluminacion a nivel de la superficie de la arena se ajusto a 7-10 lux.

Primeramente, se habituaron a los sujetos experimentales a la arena con las jaulas vacias
en los compartimentos de los extremos durante al menos 30min. Es importante realizar la habituacion
con las jaulas presentes en el aparato, pues constituyen una caracteristica topolégica mayor del
contexto de la prueba. Cuando todos los sujetos experimentales fueron retirados, los sujetos que
serviran de estimulo se habituaron a las jaulas dentro del aparato por un periodo similar. Si los
sujetos de estimulacién presentan conductas agresivas o no demuestran adaptacion apropiada al

confinamiento en las jaulas de interaccion deben ser descartados y sustituidos.

En los compartimentos de los extremos se colocaron las jaulas; en una de ellas se colocé
un conespecifico del mismo sexo que el sujeto experimental y de la misma edad o mas juvenil, en la
jaula contralateral se coloc6 un objeto inanimado. Posteriormente, se colocé a uno de los sujetos

experimentales en el compartimento central y se le dejé explorar libremente la arena por 5 min.
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Analisis

Las sesiones de prueba fueron videograbadas y analizadas visualmente. Se contabilizaron
el numero de entradas y el tiempo de exploracion en cada compartimento. Adicionalmente, en el
analisis se compara la relacion de tiempo de exploracion entre compartimentos con respecto al

tiempo total de exploracién mediante el indice de sociabilidad:

Tiempo de exploracion del conespecifico — Tiempo de exploracion del objeto

Tiempo de exploracién del conespecifico + Tiempo de exploracién del objeto

Laberinto de Hebb-Williams

El laberinto de Hebb-Wiliams constituye una tarea de navegacion y aprendizaje espacial
(Shore et al., 2001). Propuesto originalmente como una prueba de inteligencia para roedores, ha
demostrado una gran utilidad para investigar el impacto de lesiones, manipulaciones farmacolégicas
y genéticas en una gran variedad de especies, incluyendo la humana (Boutet et al., 2018; Pritchett
& Mulder, 2004; Shore et al., 2001).

La versatilidad del laberinto subyace en las diversas configuraciones que se pueden
implementar mediante el uso de barreras que el usuario coloca dentro del laberinto. Las
configuraciones utilizadas generalmente consisten en las 6 configuraciones de entrenamiento y 12
de prueba estandarizadas por Rabinovitch & Rosvold (1951), cada una de las configuraciones de

prueba tienen zonas de error las cuales son utilizadas para cuantificar el desempefio de los animales.

Diversas modificaciones se han propuesto al protocolo original (Shore et al., 2001). De
particular interés para nosotros es el protocolo propuesto por el grupo de Kesner (Lee & Kesner,
2004; Rogers & Kesner, 2003), en el cual el entrenamiento inicial se lleva a cabo en una configuracion
de corredor lineal en el cual se entrena al roedor para iniciar su recorrido en un extremo del laberinto
y recibir una recompensa en el extremo opuesto. Posteriormente, el animal es expuesto a una sola
de las configuraciones, generalmente el problema no. 4 de Rabinovitch & Rosvold (1951), durante
varios dias consecutivos. El desempefio del animal es cuantificado en cada ensayo como el nimero
de errores cometidos (p.e. entradas en zonas de error) y, adicionalmente, puede cuantificarse el
tiempo requerido para la resolucion del laberinto (i.e. latencia) (Lee & Kesner, 2004; Rogers &
Kesner, 2003).
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Procedimiento

El aparato fue construido en nuestro laboratorio y consiste en un campo abierto de
60x60x10cm con dos cajas adicionales de 20x10x10cm en esquinas opuestas que constituyen los
sitios de inicio y final del laberinto (Pritchett & Mulder, 2004; Rabinovitch & Rosvold, 1951) (Fig. 9).

Los animales fueron previamente alojados en un cuarto de ciclo invertido de luz-oscuridad y
se procede a una fase de habituacion al cuarto donde se realizaron las pruebas (sonoamortiguado y
con condiciones de luz y temperatura controladas) y al aparato (rodeado de cortinas negras sin pistas
visuales) durante tres dias consecutivos. Durante esta fase se inicié simultdneamente la privacion
de alimento durante 22-23hr al dia, durante una semana antes de las pruebas, para asegurar un
adecuado nivel de motivacion (Lee & Kesner, 2004). Posteriormente, se realizé el entrenamiento que
consiste en 10 ensayos al dia, en una configuracién de corredor lineal, en la cual los animales
reconocen el area de inicio y la zona donde recibiran la recompensa (aprox. 10mg de hojuela de
maiz sin azucar) durante 3_dias consecutivos sin pistas visuales. La tarea fue videograbada con una

camara colocada directamente sobre el laberinto.

Posteriormente, los animales fueron expuestos a la configuracion de prueba (problema no.
4, Fig. 9) (Lee & Kesner, 2004; Rabinovitch & Rosvold, 1951), la cual presenta un problema de
navegacion espacial novedoso y se colocaron 4 pistas visuales extra-laberinticas en las cortinas que
rodean al aparato. Se realizaron 10 ensayos diarios durante 3 dias consecutivos. Al terminar la
sesion de cada dia, se dejo a los sujetos alimentarse ad libitum durante dos horas y fueron

regresados a su alojamiento habitual.

Fig. 9 Configuracién del Problema 4 de Rabinovitch & Rosvold
S denota la casilla de salida, G la meta con la recompensa, las flechas

indican el limite de una zona de error y la direccién del movimiento que
lo define.
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Analisis

La cuantificacion de errores y latencias se llevaron a cabo posteriormente en una revision
minuciosa de los videos. Un error fue definido como la intromision de al menos las dos patas
delanteras del roedor en una de las zonas de error, errores adicionales fueron cuantificados cuando
el roedor presenta tigmotaxia o escalamiento de las paredes (Lee & Kesner, 2004).
Simultaneamente, se cuantificé la latencia desde el momento de salida de la camara de inicio hasta
entrar en la camara de recompensa (Fig. 9). Los errores y la latencia fueron agrupados en dos

bloques de 5 ensayos, reflejando cada uno la primer y segunda mitad de cada dia de pruebas.

Analisis estadistico

El analisis computacional y estadistico se llevé a cabo con rutinas desarrolladas en Python
(v3.7+) (Rossum & L. F., 1995) con el uso de bibliotecas de computo cientifico y estadistico bien
estandarizadas y de amplio uso incluyendo: Numpy (van der Walt et al., 2011), Scipy (Oliphant, 2007;
Virtanen et al., 2020), pandas (McKinney, 2010), Pingouin (Vallat, 2018), statsmodels (Seabold &
Perktold, 2010). Las bibliotecas con una orientaciéon y uso mas particulares o el uso de otro lenguaje

de programacion son especificadas en cada caso particular.

Todo el codigo desarrollado para este trabajo se encuentra disponible en mi depdsito de

GitHub (https://github.com/FMendezSIc/NeuroPy) o a solicitud personal.

En los casos de comparacién de dos muestras, las cuales cumplieron el criterio de
normalidad (Shapiro), se utilizé la prueba t de Student. En los casos de no cumplirse la normalidad

se realiz6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney-Wilcoxon.
Para la comparacién de proporciones se utilizd la prueba exacta de Fisher.

Para comparaciones de mas de dos grupos que cumplieron los criterios de normalidad
(Shapiro) y homocedasticidad (Levene) se aplico la prueba de ANOVA con la prueba post-hoc de
Tukey. En los casos donde la prueba de Levene mostro significativa heterogeneidad de varianza se

utilizé el ANOVA de Welch con la prueba post hoc de Games-Howell.

En los casos donde no se cumplio el criterio de normalidad, pero si el de homocedasticidad,

se aplico la prueba de Kruskal-Wallis con prueba post hoc de Dunn.

Para la comparacion de observaciones repetidas se utilizé una ANOVA de modelo mixto con

multiples pruebas t de Student pareada con correccion de Holm como post hoc.
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En los casos de comparaciones de distribuciones se utilizé la prueba de Kolmogorov-

Smirnov para muestras independientes.

En todos los casos se asumio un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo. Para
todas las figuras se represento la significancia con el siguiente codigo: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

En todas las figuras, las graficas de caja indican la mediana y los cuartiles de los datos, los
bigotes denotan el valor minimo y maximo dentro de 1.5 veces el rango intercuartil. En las graficas
de barra los datos son presentados como la media y el error estandar de la media como métrica de

dispersion.

En todas las figuras y a lo largo del texto el grupo control es denominado como WT y el grupo
Cx3cr1”- como KO.
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Resultados

Alteraciones morfolégicas de la microglia y las estructuras sinapticas
en la regién CA3 del hipocampo en ratones C3xcr1-

La deplecién del receptor a fractalquina induce cambios en la densidad y
morfologia de la microglia

Reportes previos han documentado cambios, generalmente transitorios, en la densidad de
células microgliales durante diferentes etapas del desarrollo temprano (Hoshiko et al., 2012; Zhan et
al., 2014). Dado su importante funcion en la consolidacion y eliminaciéon de sinapsis y el soporte
trofico neuronal (Ueno et al., 2013a), se realizé la determinacion de la densidad de la microglia en la
region CA3 del hipocampo en el ratéon neonatal (P10) y adulto, en ambos grupos experimentales,
previo a su caracterizacion morfologica, la cual se llevé a cabo mediante reconstrucciones de células

individuales.

Mediante inmunodeteccién contra Iba-1, se encontré que los ratones KO cursan con una
disminucion en la densidad de células microgliales en la region CA3 del hipocampo durante la etapa
neonatal en comparacion con los ratones WT (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 670, p < 0.001, WT =
27 campos/3 animales, KO = 27 campos/3 animales; Fig. 10a-b,g). Consistente con los reportes
previos, esta disminucion parece ser transitoria y no se encontraron diferencias significativas entre

grupos en la atapa adulta (Fig. 10c-d, g).

El analisis de las reconstrucciones, por el contrario, mostré que los cambios en la morfologia
fueron prevalentes en la etapa adulta sin aparente afectacion de la microglia en la etapa neonatal.
En efecto, la microglia de ratones KO adultos mostré una morfologia hiper-ramificada caracterizada
por un mayor numero de ramificaciones (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 178, p < 0.001, WT = 30, KO
= 31; Fig. 10h) y, en consecuencia, un mayor niumero de puntos finales en el esqueleto (Mann-
Whitney-Wilcoxon; U = 145, p < 0.001; Fig. 10i). Este gran incremento en el numero de ramificaciones
de la microglia KO determiné igualmente una mayor longitud total de los procesos (suma de todos
los procesos) (T-Student; tss = -3.8, p < 0.001; Fig. 10k), a pesar de que, en promedio, los procesos
individuales de la microglia KO mostraron una longitud menor (T-Student; fss = 3.18, p = 0.002; Fig.
10j).

A pesar de la diferencia en densidad, no se encontraron cambios morfolégicos en la microglia
en la etapa neonatal (Fig. 10h-k).
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Fig. 10 Densidad y morfologia de la microglia en neonatos y adultos

(a-d) Fotomicrografias de inmunohistoquimica para Iba-1 (naranja, microglia) y DAPI (azul, nucleos) en el
hipocampo neonatal (arriba) y adulto (abajo) en ratones WT (izq.) y KO (der.) a baja magnificacion (10X); los
insertos corresponden a campos de gran aumento (63X) de cada fotomicrografia. (e-f) Reconstrucciones de
microglia de secciones hipocampales de ratones WT (e) y KO (f) adultos, nétese la profusién de ramificaciones
en el KO. g) Comparacion de la densidad de microglia por genotipo y edad; los ratones KO neonatos muestran
una disminucion transitoria de la densidad de microglia en el area CA3 (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 670, p <
0.001, WT = 27 campos/3 animales, KO = 27 campos/3 animales), que revierte con la edad. h) Comparacion del
nuamero de ramas por microglia; los ratones KO adultos muestran un incremento en la ramificacion de la
microglia (Mann-Whitney-Wilcoxon; U =178, p < 0.001, WT = 30, KO = 31; Fig. 1h). Comparacién del nimero de
puntos finales; consistente con el incremento en las ramificaciones, la microglia KO de ratones adultos muestra
un mayor numero de puntos finales (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 145, p < 0.001; Fig. 5i). j) Comparacion de la
longitud promedio de las ramificaciones en la microglia; los ratones KO adultos muestran una microglia con
procesos mas cortos que los WT (T-Student; tss = 3.18, p = 0.002; Fig. 5j). Comparacion de la longitud total de
los procesos por microglia (suma total); a pesar de tener ramificaciones mas cortas, el incremento en nimero
se ve reflejado como un incremento de la longitud total de los procesos en la microglia KO de ratones adultos;
(T-Student; tss = -3.8, p < 0.001; Fig. 5k). Como puede observarse, salvo por la diferencia en densidad, la
microglia en etapa neonatal no muestra ninguna otra modificacién.



Expansion del area de distribucion de la Fibra Musgosa en el ratén Cx3cr1--

La conectividad entre el DG y la region CA3 depende enteramente de la MF, la cual es
altamente susceptible a sufrir modificaciones tanto en su fisiologia como en su estructura como
consecuencia de procesos fisiologicos (Ramirez-Amaya et al., 2001; Toscano-Silva et al., 2010), al
igual que patolégicos (Buckmaster, 2012; Sunnen et al., 2011). Por lo que una primera aproximacioén
para estimar el impacto de la interrupcion de la sefializacién entre las neuronas y la microglia a través
de la via de la fractalquina en el desarrollo y el establecimiento de esta aferencia fue la determinacion

del area y patron de distribucion de la MF mediante la tincién de Timm en ratones adultos (Fig. 11).

Si bien, como se ilustra en la Fig. 11, ambos genotipos muestran un patrén de distribucion
de la MF de caracteristicas generales normales constituyendo un haz compacto suprapiramidal de
fibras en el stratum lucidum y un haz pequefo infrapiramidal que decusa rapidamente y se incorpora
al haz suprapiramidal al entrar a la region de CA3b (D. G. Amaral & Lavenex, 2006). Un analisis mas
detallado demuestra una expansion del area total de distribuciéon de la MF en los ratones KO (T de
Student; tss = -4.09, p < 0.001; WT = 60; KO = 60 secciones; Fig. 11a-d).

Esta expansion del area de la MF sin disrupcién del patrén normal de distribucion es similar
al sprouting relacionado con procesos de aprendizaje espacial, ejercicio o LTP (Adams et al., 1997;
Ramirez-Amaya et al., 2001; Toscano-Silva et al., 2010), y se diferencia del sprouting observado en
procesos patoldgicos, como en los modelos de epilepsia, donde generalmente se observa una
proyeccion retrégrada de la MF hacia el DG (Buckmaster, 2012; Sunnen et al., 2011). Lo que sugiere
que el proceso detras de la expansién aqui descrita es mas consistente con un incremento moderado
en el nimero de ramificaciones y botones de la MF en la regién CA3, posiblemente secundario a un
proceso de eliminacion y refinamiento (pruning) deficiente, como se ha documentado en otras
regiones (Paolicelli et al., 2011).
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Fig. 11 Expansion del area de la MF en el ratén Cx3cr1”

(a-b) Fotomicrografias de secciones del hipocampo dorsal de ratones adultos WT (a) y KO (b) y
comparacion del area cubierta por la MF a cinco niveles rostro caudales desde Bregma (c) y promedio
de todos los niveles (d). A pesar de un patrén de distribucion normal en ambos grupos, un analisis
detallado revel6 un incremento del area total de distribucion de la MF en los ratones KO (T de Student;
tss = -4.09, p < 0.001; WT = 60; KO = 60 secciones).
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Alteraciones morfolégicas de las estructuras sinapticas de CA3 en el ratén
con deplecién del receptor a fractalquina

La expansién del éarea de la MF revelada mediante la tincion de Timm sugiere cambios en
las estructuras sinapticas de esta via. Para una exploracion mas detallada de estas posibles
alteraciones se realiz6 el trazado y la reconstruccion de estructuras pre y post-sinapticas de CA3 con

un enfoque especial en la MF (Fig. 12).

Utilizando el trazador lipofilico Dil, se marcaron selectivamente neuronas de la region CA3
(Fig. 12a) mediante el deposito de este trazador en el stratum lacunosum-moleculare con el objetivo
de reconstruir y caracterizar las espinas dendriticas de estas neuronas, tanto las excrecencias
espinosas de las dendritas proximales donde hacen sinapsis las terminales de la MF (Fig. 12b), como

las espinas dendriticas de las dendritas distales (Fig. 12d).

La cuantificacion no reveld diferencias entre grupos en el nUmero de espinas en las

excrecencias espinosas (Fig. 12c), ni en las espinas secundarias o terciarias (Fig. 12e).

Con una aproximacion similar, pero depositando el Dil en la capa molecular del DG, se trazé
la via de la MF y sus botones (Fig. 12f-g). La reconstruccion de estas estructuras reveld indicios del
origen de la expansion de la marca en la tincion de Timm y algunas diferencias entre grupos

consistentes con reportes previos.

La reconstruccion de axones individuales muestra que de los 98 axones WT reconstruidos
49 (50%) tuvo un boton gigante, mientras que de los 60 axones KO reconstruidos 37 (61%) muestra
al menos un boton gigante y, en algunas ocasiones, mas botones incluyendo tres ocasiones en las
que se encontraron botones gigantes acompafiados de botones satelitales (Fig. 12g), las cuales solo
fueron observadas en el grupo KO. La cuantificacion y comparacion del nimero de filopodios por
botén no mostré ninguna diferencia (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 989, p = 0.11, Fig. 12g-h). En
cambio, la comparacion del volumen de los botones gigantes revel6 una disminucién en el promedio
del grupo KO respecto al WT (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 1056.5, p = 0.036, Fig. 12i-k). Como
puede apreciarse en la distribuciéon acumulada (Fig. 12i) esta diferencia es notoria a la mitad inferior
de las distribuciones. Ademas, la distribucién de los volumenes de los botones KO parece estar
compuesta por dos sub-poblaciones (Fig. 12j), una con caracteristicas similares a la WT y otra con
un volumen promedio mucho menor. En efecto, la comparacion de ambas distribuciones, WT y KO,
restringida a los valores por debajo de la respectiva mediana revel6 una drastica diferencia (Mann-
Whitney-Wilcoxon; U = 398, p < 0.001; Fig. 12k).
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Fig. 12 Analisis morfolégico de estructuras sinapticas de CA3 en los ratones Cx3cr1”-

a) Fotomicrografia representativa de una neurona piramidal de CA3 teiiida con Dil (escala = 20um). b)
Fotomicrografias representativas de dendritas proximales mostrando excrecencias espinosas en un ratén WT (izq.)
y un ratén KO (der.), escala = 2pm. ¢c) Comparacion entre grupos de la densidad de espinas (expresada en nimero de
espinas/20pm de dendritas) en las excrecencias espinosas, (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 68, p = 0.147; WT =12, KO
= 15 dendritas). d) Fotomicrografias representativas de dendritas distales en un ratén WT (izq.) y un raton KO (der.),
escala =2pum. e) Comparacion entre grupos de la densidad de espinas en las dendritas distales, (T-Student; t2s = 1.48,
p=0.15; WT = 18, KO = 21 dendritas). f) Mosaico de fotomicrografias representativas del trazado de células granulares
del DG y sus proyecciones hasta CA3, escala = 100um. g) Fotomicrografias representativas de botones gigantes
normales de la MF en un ratén WT (izq.), un ratén KO (en medio) y una instancia de botones gigantes multiples con
botones satelitales en un animal KO (der.), escala = 2um. h) Probabilidad acumulada y comparacion del numero de
filopodios en los botones gigantes, (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 989, p = 0.11, WT = 49, KO = 35 botones). i)
Probabilidad acumulada y comparacion entre grupos del volumen de los botones gigantes, (Mann-Whitney-Wilcoxon;
U =1056.5, p = 0.036, WT = 49, KO = 35 botones), notese la separacion de las distribuciones restringida a la mitad
inferior de ambas. j) Histogramas y densidad de frecuencia estimada para los volumenes de ambos grupos, el grupo
KO presenta una distribucion bimodal, lo que sugiere que estan compuestas por dos sub-poblaciones. k)
Comparacion de la mitad inferior de ambas distribuciones (valores por debajo de la mediana), donde se aprecia una
gran diferencia entre grupos (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 398, p < 0.001). Una comparaciéon similar de la mitad
superior de las distribuciones no mostré diferencias entre grupos (datos no mostrados).
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Alteraciones electrofisiolégicas del microcircuito de la region CA3

Los resultados hasta ahora presentados muestran que la deplecién del receptor de
fractalquina impacta la colonizacién del cerebro por la microglia durante el desarrollo, la cual ocurre
de manera retrasada en un punto critico para el establecimiento y consolidaciéon de sinapsis en los
nacientes circuitos cerebrales. En el organismo maduro, estos cambios se ven acompafados de
alteraciones en las estructuras sinapticas de CA3, puntualmente en la MF (Fig. 12), y en la morfologia
de la microglia (Fig. 10).

Esto sugiere que las consecuencias de esta falta de comunicacién entre las neuronas y la
microglia podrian incluir una profunda reconfiguracion de los circuitos cerebrales desde etapas
tempranas del desarrollo y persistir en la adultez. Para ahondar en este cuestionamiento se
realizaron registros electrofisiolégicos que exploran la actividad poblacional del circuito de CA3, tanto
en etapa neonatal como en la adultez, y las modificaciones sinapticas involucradas en los cambios

encontrados.

La deplecién del receptor a fractalquina induce una reconfiguracion del
circuito de CA3 en la etapa neonatal

Los GDPs constituyen la primer forma de actividad poblacional organizada del hipocampo
(Ben-Ari et al., 1989; Leinekugel et al., 2002). La activacion sincronica que evocan es capaz de
cambiar las propiedades sinapticas de las neuronas de CA3 vy, potencialmente, determinar sus
caracteristicas a largo plazo (Griguoli & Cherubini, 2017; Kasyanov et al., 2004), por lo que se
realizaron registros en rebanadas de hipocampo de ratones neonatales (P7-P9) y se analiz6 tanto

los GDPs como la MUA y su organizacion temporal (Fig. 13a-b).

Mientras que las caracteristicas generales de los GDPs como frecuencia, amplitud o
duracién no mostraron cambios significativos entre los grupos (Fig. 13c-e), la actividad poblacional

de las neuronas de CA3 reveld signos de reorganizacion en los ratones KO.

Primeramente, la frecuencia general de la MUA en los ratones KO se encontré6 ampliamente
reducida (T-Student; t14 = 3.07, p = 0.008, Fig. 13f). Sin embargo, esta este cambio no se debe a una
disminucion generalizada de la actividad de las neuronas de CA3 si no a una reorganizacion de la
actividad poblacional con respecto a los GDPs. En efecto, la MUA de los ratones KO se encontré
profundamente reducida solo en los intervalos entre GDP (inter-fGDP MUA; T-Student; f14 = 3.03, p
= 0.01; Fig. 13g), en cambio durante los GDPs, las neuronas de CA3 de los ratones KO presentaron
una mayor frecuencia de disparo (intra-fGDP MUA; Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 5.0, p = 0.01; Fig.
13h).
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Este cambio en la organizacion de la actividad poblacional se ve reflejado en una mayor
correlacion entre la MUA y los GDPs en los ratones KO (T-Student; fo.s3 = -1.8, p = 0.05; Fig. 13i).
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Fig. 13 Reorganizacion de la actividad poblacional de CA3 en el periodo neonatal

a) Trazo representativo de un registro de campo en rebanada de hipocampo neonatal donde se aprecian los fGDPs
(espigas grandes) y la MUA (espigas pequeias). Como es de esperarse los GDPs son inhibidos con la aplicacién de
un antagonista GABAérgico (bicuculina) y el resto de la actividad es abatida por la aplicacién de lidocaina. Inserto,
expansion de un fGDP que muestra el reclutamiento de la MUA y la forma de una rafaga poblacional. b) Trazo
representativo de la MUA y los GDPs en un raton WT (izq.) y un ratéon KO (der.), nétese la reorganizacion de la
actividad en torno a los GDPs. c-e) Comparacién de la frecuencia, duracion e intervalo promedio (respectivamente)
de los GDPs no muestra cambios significativos entre grupos. f) El grupo KO muestra un decremento general de la
MUA (T-Student; t« = 3.07, p = 0.008) que, sin embargo, se restringe a los periodos entre GDPs (inter-fGDP MUA; T-
Student; t14 = 3.03, p = 0.01) mientras hay un reclutamiento aumentado de la MUA durante los GDPs (intra-fGDP MUA;
Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 5.0, p = 0.01), lo que resulta en una mayor correlacion general entre la MUA y los GDPs
en los ratones KO (T-Student; to.s3 = -1.8, p = 0.05).
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La disfuncién sinaptica en CA3 afecta principalmente la Fibra Musgosa en el
ratén con deplecion del receptor a fractalquina

La deplecion del Cx3cr1 produce procesos deletéreos en la consolidacion y maduracion de

las sinapsis de varias regiones cerebrales (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Zhan et al.,

2014). En conjunto, con los resultados que indican profundos cambios en la actividad poblacional de

CA3 en un periodo critico de consolidacion de contactos sinapticos, es probable que alteraciones

similares sean prevalentes en la region de CA3 en el ratén Cx3cr1”- adulto. Por ello, mediante registro

de patch-clamp en la modalidad de célula completa de neuronas piramidales de CA3 se investigaron

posibles alteraciones en las propiedades intrinsecas de estas neuronas y en las corrientes post-

sinapticas (sPSCs).
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Fig. 14 Caracteristicas intrinsecas de las neuronas piramidales de CA3
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a) Trazos representativos de las respuestas en el potencial de membrana a pulsos crecientes de corriente de
neuronas piramidales de CA3 en un ratén WT (arriba) y un ratéon KO (abajo). b) Curva I/V (corriente/voltaje) de
ambos grupos que muestra un perfil semejante de respuesta. c) Las neuronas piramidales de CA3 de ambos
grupos no muestran diferencias en su potencial de membrana en reposo (arriba izq.), resistencia de entrada
(arriba centro), constante de tiempo (arriba der.), capacitancia celular (abajo izq.), reobase (abajo centro) ni sag

(abajo der.).
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Como se aprecia en la Fig. 14a-c, no se encontraron cambios en las propiedades intrinsecas
de las neuronas de CA3 incluyendo: potencial en reposo, resistencia de entrada, constante de

membrana, capacitancia total, reobase y sag.

Sin embargo, las corrientes post-sinapticas mostraron una importante disminucién en su
amplitud en el grupo KO (Mann-Whitney test; U = 81, p = 0.009, WT = 9 células/5858 sPSCs; KO =
11 células/5457 sPSCs, Fig. 15c), sin impacto en su frecuencia (T-Student; ti6.74 = 0.75, p = 0.46;
Fig. 15c). Igualmente, esta disminucién en la amplitud no se acompafia de cambios en el tiempo de
ascenso (T-Student; ts3 =-1.75, p = 0.10, Fig. 15d) o la constante de decaimiento de las sPSCs (T-
Student; fs3 = - 1.58, p = 0.13, Fig. 15d). Estos cambios son consistentes con los reportes previos en
otras regiones (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014).

Debido a la heterogeneidad estructural y fisiolégica entre las aferencias de CAS3, se
realizaron curvas de entrada/salida para la MF y la red AC y se encontré un impacto diferencial en

estas sinapsis (Fig. 15).

Mientras que en la red AC no se determinaron diferencias entre los grupos a ninguna
magnitud de corriente (ANOVA de modelo mixto, genotipo x corriente: [F (14,196) = 1.46, p = 0.13],
WT =7, KO = 8; Fig. 15e), la MF mostré una clara limitacion en la amplitud del potencial evocado en
el grupo KO (ANOVA de modelo mixto; genotipo x corriente: [F (15,195) = 3.23, p < 0.001], WT = 8,
KO = 6, Fig. 15e). Esta disminucion en la fuerza de la MF es evidente en la mitad superior del rango
de estimulacién (T-Student multiple con correccion de Holm; 50uA: t12 = -1.74, p = 0.05; 55pA: t12 =
-1.74, p=0.05; 60pA: t12 =-1.92, p=0.04; 65pA: t12 =-2.42, p=0.02; 70pA: t12 =-2.11, p=0.03; WT= 9,
KO = 6, Fig. 15e).

Para ninguna de las dos aferencias estudiadas se encontraron modificaciones en el indice
de pulso pareado (PPR, por sus siglas en inglés) (AC: T-Student; to.73= 1.32, p=0.11, MF: T-Student;
t721=0.87, p = 0.21; Fig. 15f).
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Fig. 15 La disfunsion sinaptica en CA3 afecta principalmente a la MF

a) Trazos representativos de corrientes post-sinapticas excitadoras espontaneas (sPSC) en una neurona KO
(arriba) y una neurona WT (abajo). b) Trazos representativos de sPSC aislados de neuronas KO (arriba) y neuronas
WT (abajo). c) Izq. Distribuciones de probabilidad acumulada y comparacion entre grupos donde se encontré una
amplitud disminuida en el grupo KO (Mann-Whitney test; U = 81, p = 0.009, WT = 9 células/5858 sPSCs; KO = 11
células/5457 sPSCs). Der. Distribuciones de probabilidad acumulada y comparacion entre grupos de la frecuencia
instantanea de las sPSCs sin alteraciones. d) El cambio en amplitud no se acompaia de cambios en el tiempo de
ascenso (arriba) ni en la constante de decaimiento de los sPSC (abajo). e) Trazos representativos (arriba) y curvas
de entra/salida (salida) de potenciales sinapticos evocados en las vias AC (izq.) y MF (der.). Mientras que la AC no
mostré cambios en ninguna amplitud de estimulacién, la MF de los animales KO present6 amplitudes disminuidas
en el rango medio-alto de estimulacion; (ANOVA de modelo mixto, genotipo x corriente: [F (15,195) = 3.23, p <
0.001], t-Student; 50pA: ti2 = -1.74, p = 0.05; 55pA: ti2 = -1.74, p=0.05; 60pA: ti2 =-1.92, p=0.04; 65pA: t;> =-2.42,
p=0.02; 70pA: t12 =-2.11, p=0.03; WT= 9, KO = 6). f) Ninguna de las aferencias estudiadas mostr6 cambios en el3
indice de pulso pareado (AC arriba, MF abajo).



Impacto en la conectividad funcional del microcircuito de CA3 de la
interrupcion de la via de la fractaquina

Dada la reorganizacion de la actividad poblacional de CA3 observada en la etapa neonatal
y las alteraciones en la neurotransmision en el adulto carente del receptor a fractalquina, es posible
que el microcircuito de CA3 del ratén KO adulto presente caracteristicas fundamentalmente distintas
a las del genotipo WT. Para esclarecer esto, se realizaron registros con matrices de multi-electrodos
y se analizé la actividad coordinada de decenas de neuronas simultdneamente para estimar su
conectividad funcional y potenciales modificaciones a la topologia de la red (Feldt et al., 2011;
Friston, 2011).

Siguiendo el pre-procesamiento para la identificacion de espigas y el aislamiento de
unidades detallado en la metodologia se obtuvieron un total de 1333 unidades; 761 WT y 572 KO.

La estabilidad y reproducibilidad de los registros fue evaluada determinando el nimero de
unidades por experimento, el numero de canales activos, el numero de unidades por canal y la
frecuencia de disparo (Fig. 16a-c). En ninguno de estos parametros se encontré diferencias

significativas entre grupos, por el contrario, ambos genotipos presentan una estrecha semejanza en
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Fig. 16 Caracteristicas generales de los registros en MEAs
Los registros de actividad espontanea en rebanadas HEC de ambos genotipos tiene
caracteristicas similares y de manera consistente se obtuvieron un nimero equivalente de

unidades por registro (a), canales activos (b) y tasa de disparo (c). La relacion de unidades
aisladas por numero de canales activos es lineal e idéntica para ambos grupos (d).
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cuanto a los parametros basicos de actividad, lo que se refleja en una taza constante de unidades

aisladas por canal activo (Fig. 16d).

La aproximacion metodologica para la identificacion y extraccion de las correlaciones
significativas entre las neuronas de CA3 descrita previamente capturd fielmente las principales
caracteristicas de la conectividad efectiva de estas neuronas (potencia sinaptica) estimada mediante
registros intracelulares de neuronas conectadas monosinapticamente (lkegaya et al., 2013) (Fig.
17a-c), consistiendo en una distribucion sesgada de cola larga donde la mayoria de las conexiones

son débiles y a pesar de su gran nimero no aportan una fraccion equivalente a la fuerza total de la
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Fig. 17 Caracteristicas generales y topologia de la red de CA3

a) Distribucion de los coeficientes de correlacion (STTC) de un registro representativo de CA3. b) Los mismos
valores en una escala semi-logaritmica aproxima una distribucion normal, lo que sugiere a una distribucién log-
normal de los datos similar a la distribucion reportada para los pesos sinapticos en registro pareados (lkegaya et
al., 2013). c) Curva de Lorenz que muestra la aportacion de la fraccion de valores de STTC (en orden creciente) a
la potencia acumulada (Pt. Acum.) de conectividad en la red. Nétese la aportacion dispar de los valores pequeios
de la distribucion a pesar su gran frecuencia y aportacion (>50% de la fuerza total) de una minoria de conexiones
(~20%). d) Distribucién de los grados de los nodos en las redes WT y KO que muestra una larga cola indicando la
presencia de nodos de gran conectividad. e) Mismas distribuciones en escala logaritmica con el mejor ajuste de
una funcion de ley potencia (linea punteada), exponencial (linea discontinua) y ley potencia exponencialmente
trunca (linea continua). El mejor ajuste para ambos grupos es una ley potencia exponencialmente trunca (ver
Tabla 1).
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red, al contrario, la mayoria de la fuerza en la red la aportan una minoria de las conexiones (~20%)
(Fig. 17c).

A partir de estas correlaciones significativas se construyeron grafos para cada registro y se

caracterizé la topologia de cada red (Fig. 17).

El mejor ajuste para la distribucién de grados de los hodos para ambos genotipos es una ley
potencia truncada exponencialmente (Fig. 17d-e, Tabla 1). Esta distribucion es consistente con una
topologia de escala amplia (Fornito et al., 2016) con caracteristicas de mundo pequefio en ambos
grupos (Coeficiente Sigma: 1.61 + 0.12 para WT y 1.47 + 0.09 para KO) (Humphries et al., 2006;
Humphries & Gurney, 2008). Ambas caracteristicas son consistentes con previos reportes sobre la
topologia de este circuito (Guzman et al., 2016; Li et al., 2010) y prevalecen en el grupo KO a pesar
de los cambios encontrados en el desarrollo temprano del circuito y las alteraciones sinapticas,

indicando que son caracteristicas fundamentales y robustas del microcircuito de CA3.

Tabla 1 Modelos ajustados a las distribuciones de grados

‘ Genotipo Modelo S (Error estandar)
WT Ley Potencia 0.105
WT Exponencial 0.029
WT Ley potencia exp. trunca 0.018
KO Ley Potencia 0.520
KO Exponencial 0.012
KO Ley potencia exp. trunca 0.011

La topologia de escala amplia es, en general, similar a la de escala libre pues ambas son
constituidas por nodos cuyo numero de conexiones componen una distribucién sesgada de cola
larga, demostrando la presencia de nodos con una conectividad muy superior a la mayoria. Sin
embargo, la topologia de escala amplia también indica constricciones en el crecimiento o
mantenimiento de la red (e.g. espacio, costo metabdlico, filirado de informacion) (Amaral et al., 2000;
Fornito et al., 2016; Mossa et al., 2002).

A pesar de que la topologia general de las redes esta conservada, la fuerza de los enlaces
entre las neuronas en los ratones KO se encontré disminuida (Mann-Whitney-Wilcoxon; U =
1191027, p = 0.001, WT = 15, KO = 11; Fig. 18a-b), un hallazgo en concordancia con las alteraciones
en la transmision sinaptica documentadas en los registros de patch-clamp y los potenciales de campo

(Fig. 10). Adicionalmente, mientras que las redes WT estan fragmentadas en varios componentes
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conectados, las KO tienden a estar constituidas por un solo componente gigante que conecta todos

o la mayoria de los nodos (Prueba exacta de Fisher, p = 0.03; Fig. 18c-e).

En general, los cambios en la estructura de las redes KO junto a las alteraciones sinapticas
y el remodelado estructural de la MF indican que el microcircuito de CA3 en los ratones KO sufre
una reconfiguracion consistente con falta de refinamiento, posiblemente secundaria a una poda
sinaptica deficiente (Paolicelli et al., 2011) en conjunto con una inapropiada maduracién (Zhan et al.,
2014) y escalamiento sinaptico resultando en un acoplamiento débil y difuso entre las neuronas de
CA3. Las consecuencias cognitivas de estas alteraciones probablemente involucren un amplio rango
de funciones directamente asociadas con el procesamiento de informacién en CA3 e incluso la

funcién global de la formacién hipocampal.
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Fig. 18 Las redes KO presentan una conectividad débil y difusa

a) Distribucién de los STTC en ambos grupos, noétese la separacion entre distribuciones a partir de ~0.25 STTC.
b) Distribuciones de probabilidad acumulada y comparacion entre grupos donde se aprecia la disminucion en la
fuerza general de las conexiones en el grupo KO (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 1191027, p = 0.001, WT = 15, KO
=11). c) Comparacion de la proporciéon de redes completamente conectadas (C) y desconectadas (DC) donde se
observa el incremento en el grupo KO de redes de un solo componente gigante (Prueba exacta de Fisher, p =
0.03). d-e) Grafos representativos de los grupos WT (d) y KO (e).
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Impacto en las funciones cognitivas asociadas a la formacién
hipocampal

Las alteraciones morfolégicas y fisiolégicas documentadas en el hipocampo de animales
carentes del receptor a fractalquina, tanto en el desarrollo como en la adultez, involucran cambios
en estructuras sub-celulares que comprometen la transmision de informacién en aferencias
principales del hipocampo, cambiando en ultima instancia la dindamica de la poblaciéon neuronal del

microcircuito y el procesamiento de informacion.

Esto sugiere un amplio impacto en las funciones cognitivas dependientes del hipocampo y
en particular de la regién CAS3, por lo que se realizd una fenotipificacion conductual exhaustiva con
el objetivo de determinar el rango y el grado de afectacién en estas funciones, incluyendo: conductas
innatas (excavacion), emotivas (i.e. respuesta al estrés: campo abierto y laberinto en cruz elevado),
interaccion social (prueba de tres camaras) y navegacion espacial (laberinto de Hebb-Williams

modificado).

La deplecién del receptor de fractalquina induce un fenotipo con rasgos de
ansiedad

Con el objetivo de evaluar potenciales cambios en la respuesta al estrés en el raton KO, se
realizaron dos pruebas de ansiedad no condicionada, el campo abierto y el laberinto un cruz elevado
(Carola et al., 2002; File et al., 2004; Walf & Frye, 2007).

Primeramente, los resultados en el campo abierto mostraron un claro cambio en la
exploracién del grupo KO con una marcada reduccioén de la distancia total recorrida (T-Student; t31 =
2.87, p=0.007, WT = 16, KO = 16; Fig. 19a), secundaria tanto a un incremento en el tiempo total de
inmovilidad (Mann- Whitney-Wilcoxon; U = 73, p = 0.03; Fig. 19c) como a una velocidad de
deambulacion mas lenta en promedio (T- Student; t37 = 2.99, p = 0.005, Fig. 19d) y velocidad maxima
(T-Student; t37 = 3.17, p = 0.003, Fig. 17¢e). Adicionalmente, el grupo KO mostré una tendencia a un
numero menor de transiciones entre la periferia y el centro de la arena (T-Student; t31 = 1.9, p = 0.06;
Fig. 19b).

Cambios en el mismo sentido fueron encontrados en la prueba del laberinto elevado donde
el grupo KO mostré la misma reduccion en la distancia total explorada (Mann-Whitney test; U = 205,

p = 0.003; Fig. 19h) acompanada de una clara evitacion a los brazos abiertos comparado con el
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grupo control (WT), (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 208, p = 0.003; Fig. 19j). En conjunto estos

resultados sugieren cabios conductuales consistentes con una respuesta exacerbada el estrés.
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Fig. 19 La deplecion del Cx3cr1 induce un fenotipo con rasgos de ansiedad

a-g) Resultados y trayectorias representativas de la prueba de campo abierto indican un fenotipo ansioso en
el grupo KO, evidenciado por (a) una disminucién en la distancia total explorada (T-Student; t3; = 2.87, p =
0.007, WT =16, KO = 16), (b) una tendencia a menor nimero de cruces entre la periferia y el centro de la arena
(T-Student; t;1 =1.9, p = 0.06), (c) un incremento en la tiempo de inmovilidad (Mann- Whitney-Wilcoxon; U =73,
p =0.03), y una reduccioén en la velocidad promedio (d) (T- Student; t3; =2.99, p = 0.005) y velocidad maxima de
deambulacion (e) (T-Student; t31 = 3.17, p = 0.003). f-g) Trayectorias representativas en el campo abierto de un
animal WT y KO, respectivamente. h-l) Resultados y trayectorias representativas en la prueba del laberinto en
cruz elevad son consistentes con los resultados del campo abierto y muestraron la misma reduccion en la
exploracion y una marcada evitacion de los brazos abiertos. h) Distancia total recorrida (Mann-Whitney-
Wilcoxon; U = 205, p = 0.003), i) namero de cruces por el centro del laberinto. j) Porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 208, p = 0.003). k-1) Trayectorias representativas en el laberinto
en cruz elevado de un animal WT y KO, respectivamente.
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La deplecién del receptor a fractalquina induce alteraciones de las
conductas innatas, pero no sociales.

La conducta de excavacion (burrowing) es una conducta innata en muchas especies de
roedores incluyendo al raton (Deacon, 2012). La excavacién tiene como objetivo proporcionar
refugio, cubriendo una necesidad basica del organismo, y es faciimente evocada en ratones (Jirkof,
2014). Se ha sugerido que esta clase de conductas puede ser considerada el equivalente a las
“actividades de la vida cotidiana” en los humanos como el cuidado personal y en modelos animales
es sensible a lesiones hipocampales y de la corteza prefrontal, asi como a enfermedades infecciosas

y neurodegenerativas (Deacon, 2006; Deacon et al., 2002, 2003).

Los resultados de esta prueba muestran que el grupo KO excavé significativamente menos
que el grupo WT (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 1264, p = 0.03, WT = 22, KO = 31; Fig. 20a). Esto
puede ser interpretado como un signo de malestar general en el sujeto (Jirkof, 2014), secundario
probablemente a un estado inflamatorio. Es también consistente con lesiones hipocampales y de la
corteza prefrontal (Deacon, 2006), asi como con una alteracion en la comunicacion entre estas
estructuras (Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014).

Por otra parte, el trabajo de Zhan et al. 2014 reportd una disminucién en la interaccién social
de ratones con una mutacion similar a la estudiada aqui. Esta observacion, hasta mi conocimiento,
no ha sido replicada independientemente y es de gran importancia tanto en la evaluacion de la

funcién hipocampal como en el potencial translacional de este modelo. Por lo que se realizo la prueba
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Fig. 20 La deplecion del Cx3cr1 afecta la excavacion, pero no la interaccion social

a) Cantidad de gravilla excavada en 12hrs, el grupo KO mostré una disminucion significativa (Mann-
Whitney-Wilcoxon; U= 1264, p =0.03, WT =22, KO = 31). b-d) Resultados de la pureba de interaccion social
de tres camaras. b) Ambos grupos mantuvieron similares tiempos totales de exploraciéon. c) Ambos
genotipos muestran una clara preferencia por explorar al sujeto congénere que al objeto inanimado
(ANOVA, de dos vias; genotipo x lado, [F (1, 5545) = 13.62, p = 0.0004], post-hoc congénere vs objeto: KO
(T-Student; t,, = 11.05, p < 0.001), WT (T-Student; t,, = 6.96, p < 0.001). d) El grupo KO mostré un indice de

sociabilidad aumentado (Mann-Whitney-Wilcoxon; U = 174.5, p = 0.02).
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de interaccién social de tres cdmaras con el objetivo de evaluar la reproducibilidad de este resultado
(Moy et al., 2004).

Ambos grupos exploraron las camaras con estimulo (objeto vs congénere) durante periodos
similares de tiempo (tiempo total de exploracion) (T-Student; t41 = -1.42, p=0.16, WT = 20, KO = 22,
Fig. 20b). Sin embargo, y contrario a lo esperado, tanto el grupo KO (T-Student; t,, = 11.05, p <
0.001, Fig. 20c) como el WT (T-Student; t3s = 6.96, p < 0.001, Fig. 20c) mostraron una clara
preferencia por explorar al sujeto congénere en comparacion con el objeto inanimado. Esta diferencia
en el tiempo de exploracion de cada camara expresada como un indice de sociabilidad (la diferencia
entre el tiempo de exploracion de cada camara normalizada entre el tiempo total de exploracién; ver
metodologia) reflejé un incremento en la sociabilidad del grupo KO en comparacion con el WT (Mann-
Whitney-Wilcoxon; U = 174.5, p = 0.02, Fig. 20d), en contraste con el reporte mencionado (Y. Zhan
et al., 2014b).

Los ratones Cx3cr1”- muestran un déficit en la codificacién de informacién
espacial novedosa

Reportes previos han encontrado deterioros en la recuperacion de memoria contextual y

espacial en animales carentes del receptor a fractalquina (Rogers et al., 2011).

Dado que los resultados histolégicos y electrofisiolégicos indican que la via de la MF se
encuentra especialmente impactada, la cual estda mas relacionada con la codificacién temprana de
informacion novedosa (Hagena & Manahan-Vaughan, 2011; Jerman et al., 2006; I. Lee & Kesner,
2004a), se evaluo el desempefio en el laberinto de Hebb-Williams modificado, en el cual el sujeto
debe explorar y resolver un problema de navegacion espacial y usar la informacién codificada para
mejorar su desempefo posteriormente (Kesner & Rolls, 2015; I. Lee & Kesner, 2004a).

Utilizando el problema numero 4 del laberinto de Hebb-Williams, se encontré que el grupo
KO realizé un desempefi6 inferior al grupo WT, cometiendo un mayor nimero de errores (ANOVA
de modelo mixto, genotipo: F (1, 44) = 65.32, p = 0.001, WT = 24, KO = 22, Fig. 21a) y registrando
latencias mas prolongadas (ANOVA de modelo mixto, genotipo: F (1,44)=10.71, p = 0.002, Fig. 21b)
que el grupo WT. Cabe destacar que el incremento de errores del grupo KO se restringe al primer
dia de pruebas (D1_1, T-Student; t208 = 2.73, p = 0.04, Fig. 21a), al igual que para la latencia (D1_1;
t217 = 2.43, p=0.06, D1_2; t157 = 2.77, p = 0.03; Fig. 21b). Adicionalmente, la latencia para resolver

el laberinto y el nUmero de errores muestran una relacion lineal (Fig. 21c-d).
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Estos resultados son consistentes con un déficit primario en la rapida codificacion de
informacion espacial novedosa, una funcion putativa de la MF y, por lo tanto, en concordancia con
la evidencia histologica y electrofisiologica de dafio en esta via primaria del hipocampo (Hagena &
Manahan-Vaughan, 2011; Kesner, 2007; Song et al., 2018).
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Fig. 21 Déficit en la codificacion de informacién espacial novedosa en el grupo KO

a-b) Resultados de las sesiones de prueba en el laberinto de Hebb-Williams modificado. a) Errores promedio por
bloque, el grupo KO cometié mas errores durante el primer dia de pruebas comparado con el WT (ANOVA de
modelo mixto, genotipo: F (1, 44) = 65.32, p = 0.001, WT = 24, KO = 22, bloque [F (5,220) = 80.30, p < 0.001],
genotipo x bloque [F (5, 220) = 3.75, p = 0.002]. /nserto: Disefio del problema 4, las lineas punteadas indican una
potencial zona de error y las flechas la direccién del movimiento. b) Cuantificaciéon de la latencia de resolucién
del laberinto por bloque, al igual que en los errores el grupo KO, mostré latencias mas prolongadas durante el
primer dia de pruebas (ANOVA de modelo mixto, genotipo: [F (1,44) =10.71, p = 0.002], bloque: [F (5,220) = 102.48,
p < 0.001], genotipo x bloque: [F (5,220) = 3.62, p = 0.003]. El déficit observado en el grupo KO, tanto en errores
como en latencias se restringe al primer dia de pruebas, lo que sugiere un problema primario de codificacion
temprana de informacion novedosa (errores: multiples T-Students con correccion de Holm; D1_1: t2s=2.73, p =
0.04; latencia: D1_1; tz0s = 2.43, p = 0.06, D1_2; t20s = 2.77, p = 0.03). c-d) Los errores cometidos y la latencia para
resolver el laberinto muestran una correlacion lineal positiva en ambos grupos.
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Discusion

La interaccion entre las neuronas y la microglia a través del eje de la fractalquina ha sido
implicado en diversos fendmenos del neurodesarrollo y la plasticidad cerebral dependiente de la
experiencia (Arnoux & Audinat, 2015b; Sierra et al., 2014). La interrupcion de esta via, por ejemplo,
con la deplecioén del receptor a fractalquina, produce un gran rango de alteraciones en el cerebro en
desarrollo y en la adultez, como apoptosis neuronal (Ueno et al., 2013), maduracion sinaptica
inapropiada y poda sinaptica alterada (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014),

asi como deficiente capacidad migratoria de la microglia (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011).

Las implicaciones fisiologicas de esta via de comunicacion no se restringen al desarrollo. En
el cerebro adulto, la fractalquina continua siendo un factor regulador de la neurogénesis hipocampal
(Bachstetter et al., 2011) y es determinante para la apropiada integracion funcional de las neuronas
generadas en la adultez (Bolos et al., 2018). Adicionalmente, la fractalquina modula la transmision y

la plasticidad sinapticas (Maggi et al., 2009; Ragozzino, et al., 2006).

En conjunto, estas alteraciones se han asociado a diversos déficits cognitivos y conductuales
incluyendo memoria contextual y el desempefo en tareas motoras (Rogers et al., 2011), alteraciones
en la interaccion social (Zhan et al., 2014b) y trastornos del estado de animo (Bolos et al., 2018), que
sugieren que este tipo de manipulaciones podrian proveer de modelos novedosos y utiles en la
investigacion de patologias neuropsiquiatricas. El proyecto que engloba esta tesis ha explorado
nuevas facetas cognitivas y conductuales, mecanismos fisiolégicos y sinapticos, y complementado

el rango de analisis del fenotipo de este modelo.

Puntualmente, se provee una robusta caracterizacién conductual en una cohorte compuesta
por sujetos de ambos sexos con delecion del receptor a fractalquina (Cx3cr1”-), una variable
generalmente pasada por alto en la mayoria de los reportes previos (excepto por Bolds et al. 2018)
y se extiende el rango de funciones cognitivas alteradas en este modelo con una aproximacion con
potencial traslacional; explorando su impacto en el equivalente a “actividades de la vida cotidiana”
en el roedor (i.e. excavacion), sugiriendo un impacto en el estado general del sujeto (Deacon, 2012;
Deacon, 2006; Jirkof, 2014), que es consistente con hallazgos previos que indican que la excavacion
es afectada por condiciones inflamatorias y en cercana relacion con el estado fisiologico de la
microglia (Deacon, 2006; Hart et al., 2012; Puntener et al., 2012), y la codificacién de informacion
espacial novedosa asociada a la resolucion de problemas en un modelo con alta replicacion trans-
especie: el laberinto de Hebb-Williams (Boutet et al., 2018; MacLeod et al., 2010; Shore et al., 2001).

El protocolo utilizado evidencié un claro impedimento de los ratones Cx3cr1” para la

resolucién de problemas de navegacion espacial, como es el caso observado en otros modelos de
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lesiones hipocampales o de las aferencias principales del hipocampo (Glasier et al., 1995; I. Lee &
Kesner, 2004b; Traissard et al., 2007), asi como en modelos de alteraciones gliales acompafados
de estados inflamatorios (Boehm et al., 1996). Dado que el incremento en los errores cometidos y la
latencia para la resolucién del laberinto estdn ampliamente restringidos al primer dia de pruebas,
cuando el sujeto es presentado con un escenario espacial desconocido, es razonable intuir un déficit
primario en la codificacion temprana de informacion espacial novedosa, una funcién putativa de la
region CA3 del hipocampo (Kesner, 2007, 2013; Kesner & Rolls, 2015). Es importante recalcar que
los sujetos con deplecion del Cx3cr1 mejoran su desempefio con el entrenamiento y logran empatar
a sus contrapartes silvestres en los dias subsecuentes de la prueba, lo que indica una disfuncién
cognitiva moderada susceptible de mejorar con intervencion apropiada (e.g. entrenamiento en una
tarea apropiada), como es el caso de otras condiciones incluyendo autoinmunidad (Boehm et al.,
1996), lesiones (Glasier et al., 1995; Traissard et al., 2007) y deficiencia mental de origen congénito
(Seese et al., 2014). Dado que se ha reportado una disfuncion sinaptica en la region CA1 del
hipocampo en ratones carentes del Cx3cr1 (Zhan et al., 2014) asi como un impedimento en la
potenciacion a largo plazo de la colateral de Schaffer, la principal aferencia de CA1, asociado a una
carencia en la recuperacion de memoria contextual y espacial (Rogers et al., 2011), podria esperarse
un impacto en el desempefio en las fases posteriores de la tarea, lo cual no es apoyado por los
datos. Sin embargo, en las fases posteriores de la tarea el sujeto no solo se ha familiarizado con el
espacio, sino ademas ha desarrollado una estrategia para la resolucién del laberinto, por lo que el
desempefio en esta etapa podria no depender exclusivamente de la recuperacion de la memoria
espacial dependiente de CA1 sino ademas estar apoyado por una estrategia procedimental (praxic)
(Redish, 1999; Regier et al., 2015).

Asi mismo, estos resultados apoyan la creciente evidencia de alteraciones conductuales en
el adulto relacionadas a un fenotipo con rasgos de ansiedad, un factor de riesgo importante para el
desarrollo de desérdenes de ansiedad y depresidn, y estrechamente relacionado con el estado
inflamatorio de la microglia (Rooney et al., 2020; Wang et al., 2018), y en correlacién con la
hiperreactividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal reportado previamente en el raton Cx3cr1”
(Winkler et al., 2017).

Sin embargo, no encontramos signos de alteraciones en la interaccion social como
previamente se ha reportado (Zhan et al., 2014). Esta discrepancia podria deberse principalmente a
las cepas especificas de ratén utilizadas. Mientras que en Zhan et al. 2014 se utilizaron ratones
resultado de cruzas entre ratones Cx3cr1X© (sin especificar cepa) y ratones Thy71-GFP donados por
otros laboratorios, en el presente trabajo se utilizd exclusivamente con ratones Cx3cri1-Cre
provenientes del laboratorio Jacskon y cruzados con ratones C57BL/6 de la colonia “silvestre” del
bioterio del instituto de neurobiologia. Otras diferencias en los protocolos especificos utilizados y las
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condiciones experimentales, asi como al manejo mismo de los animales y a la aplicacion de multiples
tareas conductuales en los mismos sujetos podrian afiadir a estos resultados divergentes (Ennaceur,
2014). En el presente trabajo, en gran medida se procurd el uso de distintos grupos de sujetos
experimentales para la realizacion de las tareas conductuales. Especialmente, se cuidd que las
tareas relacionadas a ansiedad (campo abierto y laberinto en cruz elevado) e interaccion social

fueran administradas en sujetos intactos, previa amplia habituacion al experimentador.

Este repertorio de alteraciones conductuales tiene como posibles sustratos las alteraciones
en la transmisién sinaptica que el presente trabajo y otros han documentado (Hoshiko et al., 2012;
Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014), y sus consecuencias en los circuitos involucrados.
Especificamente, los resultados presentados muestran una disminucién en las corrientes post-
sinapticas de CA3, con un especial impacto en la aferencia de la fibra musgosa, que modifica la
configuracion global del circuito. Efectos que podrian ser rastreados hasta un defecto primario en el

desarrollo temprano de los circuitos neuronales.

La escala y rango de la disfuncién sinaptica en CA3, asi como las consecuencias cognitivas
encontradas es consistente con previas observaciones en modelos animales diversos, incluyendo
neurodegeneracion y reparacion proteica alterada (Ikegaya et al., 2001; Viana da Silva et al., 2019).
Como se menciond, esta disfuncién afecta principalmente a la fibra musgosa, limitando su rango de
eficacia (i.e. menor potencia maxima). Esta modificacion se encuentra acompafiada de un
incremento en el area de distribucion de la fibra musgosa que, sin embargo, no muestra un patron
aberrante como en otros modelos (Buckmaster, 2012) y es mas sugestivo de una ramificacion
compensatoria a una falla en el establecimiento de contactos sinapticos con los blancos de la fibra

musgosa a falta de la funcidon de consolidacion sinaptica por medio de la microglia (Liu et al., 2018).

En este sentido, los resultados no muestran alteraciones en el nimero o distribucion de las
espinas dendriticas, ya sea distales o las excrecencias espinosas de las dendritas apicales
proximales, pero si se encuentran hallazgos en la morfologia y numero de los botones gigantes de
la fibra musgosa. Especificamente, hay una tendencia a una mayor proporcion de axones con
botones gigantes en el grupo Cx3cr1” e incluso botones gigantes con botones satelitales lo que
coincide con la expansién de la marca en la tincion de Timm. Por otro lado, hay una subpoblacién
de botones de la fibra musgosa en el ratén Cx3cr1”- con un volumen significativamente menor que
podria corresponder con los botones de neuronas granulares generadas en el desarrollo de esta
cepa, las cuales se ha reportado tienen un desarrollo anormal incluyendo una proyeccién axénica de

menor area y una deficiente integracion al circuito hipocampal (Bolds et al., 2018).

Acompafando a las modificaciones morfologicas de la fibora musgosa, se encontré un

fenotipo hiperramificado en la microglia de esta regién, sin cambios en la densidad microglial. Como
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se menciond previamente, la hiperramificacion es considerada un estado intermediario en la
activacion de la microglia y sugiere un fenotipo pro-inflamatorio o hiperreactivo (Augusto-Oliveira et
al., 2022).

El impacto global en el microcircuito de CA3 de estas alteraciones sinapticas y estructurales
es mejor capturado en el analisis de conectividad funcional que, de manera consistente con los
resultados individuales de las diversas técnicas descritas previamente, muestra que las
caracteristicas fundamentales de la red como una densidad aprox. al 20% y una topologia de escala
amplia y mundo pequefio (Bullmore & Sporns, 2009; X. Li et al., 2010), se encuentran preservadas,
mientras que simultaneamente muestran una conectividad mas débil y difusa que podria afectar el
procesamiento de informacién por parte de la red, como lo han sugerido estudios de simulacion
(Guzman et al., 2016; Sporns, 2013). Adicionalmente, los cambios observados son consistentes con
una falta de refinamiento en la red e hiperconectividad asociadas con deterioro cognitivo y
observadas en diversas manipulaciones experimentales y entidades clinicas por igual (Hillary et al.,
2015).

A pesar de que los experimentos electrofisiolégicos y morfolégicos fueron enfocados en la
region CA3 del hipocampo, esto no implica que las alteraciones conductuales sean Unicamente
debidas a la disfuncién de este circuito en particular. Debe recordarse que alteraciones similares se
han observado en otras regiones corticales y es posible que se extiendan a nucleos subcorticales.
Adicionalmente, ni CA3 ni el hipocampo existen de manera aislada en el cerebro, por lo que es de
esperarse que alteraciones similares en otras areas tengan repercusiones sobre la actividad
hipocampal y que, asi mismo, la disfuncion hipocampal tenga repercusiones en los sistemas y

circuitos extra-hipocampales.

Los resultados de la actividad poblacional de las rebanadas hipocampales neonatales,
sugieren que los cambios detallados en la adultez podrian originarse en una etapa temprana del
desarrollo post-natal, un periodo critico tanto de interaccion neurona-microglia (Hoshiko et al., 2012;
Paolicelli et al., 2011), como en el establecimiento de circuitos neuronales (Bellingham et al., 1998;
Ben-Ari, 2001; Kim et al., 2015).

En el hipocampo, los potenciales gigantes despolarizantes constituyen el primer tipo de
actividad organizada de la red, precediendo a otros ritmos oscilatorios como el ritmo theta o gamma
(Ben-Ari et al., 1989; Ben-Ari, 2001). Estos complejos eventos involucran transmision GABAérgica,
despolarizante en este periodo, asi como transmisién glutamatérgica (Khalilov et al., 2015), se
originan en la region CA3 y se conducen tanto a través del eje transversal como longitudinal del
hipocampo evocando rafagas sincrénicas de potenciales de accion en las neuronas hipocampales
(Leinekugel et al., 1998).
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Estos eventos pueden actuar como detectores de coincidencia e inducir cambios plasticos
similares a la potenciacion a largo plazo en aferencias activadas sincrénicamente con el potencial
gigante despolarizante (Kasyanov et al., 2004). Alteraciones en la generacion de estos eventos y la
subsecuente sincronizacién de neuronas se han observado en diversos modelos animales de
patologias neurosiquiatricas incluyendo el autismo y el sindrome alcohdlico fetal (Griguoli &
Cherubini, 2017; Zakharov et al., 2016).

En un reporte reciente, Bertot et al., 2019, reporta una disminucién significativa de la
frecuencia de potenciales gigantes registrados intracelularmente en células piramidales de CA3 del
raton Cx3cr1”. Al igual que en los resultados del presente proyecto, este incremento no se encontrd
asociado a cambios sustanciales de la transmisién GABAérgica ni de las caracteristicas de
excitabilidad intrinseca de las células piramidales de CA3. Los resultados aqui descritos no muestran
una disminucion en la frecuencia, amplitud o duracién de los potenciales gigantes registrados
extracelularmente. Sin embargo, la actividad poblacional muestra una frecuencia disminuida en estos
animales, acompafiada de un mayor reclutamiento durante los potenciales gigantes, lo que refleja
una reorganizacion de la actividad poblacional. Dado que la activacién coincidente de contactos
sindpticos con los potenciales gigantes puede tener como consecuencia la potenciacion sinaptica,
este aumento en el reclutamiento observado en los ratones Cx3cr1”- podria reflejar un mecanismo

de rescate sinaptico.

No escapa la asociacion entre estos cambios en la actividad poblacional neuronal con la
concomitante disminucion en la densidad ce células microgliales en la region CA3 del hipocampo.
Una asociacion observada en todas las regiones del cerebro de esta cepa donde se ha encontrado
disfuncion sinaptica (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014) y sugiere que la

microglia tiene un papel importante en la generacion de sinapsis en los circuitos emergentes.

Este incremento en la activacion sincronica, aunada a una actividad espontanea inhibida
podria modificar el patron de conectividad del emergente circuito y sugiere que las alteraciones en
la transmision sinaptica y la conectividad funcional de las redes adultas podrian originarse en esta

etapa temprana del desarrollo.

Por ultimo, es necesario recalcar que el modelo transgénico estudiado en este trabajo es
susceptible a presentar variaciones en la expresion de la mutacion y diversos autores han reportado
resultados variables en la especificidad y uniformidad con la que el gen para el Cx3cr1 es sustituido
por el gen de la recombinasa Cre (Haimon et al.,, 2018; Zhao et al., 2019). Asi mismo, debe
recordarse que esta mutacion esta presente en todos los monocitos del organismo, por lo que no
puede descartarse la influencia de la deplecion del receptor a fractalquina en monocitos

perivasculares, meningeos y los del plexo coroideo (Chinnery et al., 2012; Utz et al., 2020).
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Una consideracion adicional es la potencial expresion transitoria del receptor a fractalquina
en otras células del cerebro como las propias neuronas u otras células gliales en algun momento del
desarrollo. El ratén utilizado en los presentes experimentos no permite hacer una diseccidon mas
precisa en este sentido ni en un sentido temporal. Seria interesante una exploracién similar con una
deplecion del receptor a fractalquina con una temporalidad controlada, por ejemplo, utilizando una
cepa con una deplecion inducible como el Cx3cr1CeER (https://www.jax.org/strain/020940).
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Conclusiones

El trabajo que constituye esta tesis ha explorado ampliamente el rango de alteraciones
asociadas a la comunicacion deficiente entre las neuronas y la microglia desde el desarrollo

temprano post-natal hasta la adultez con una aproximacién exhaustiva.

Los resultados apoyan la hipétesis general de esta tesis. En particular puede concluirse que
la deplecion del receptor a fractalquina induce cambios morfologicos tanto en la microglia como en
las estructuras sinapticas de CA3; modifica la temporalidad del establecimiento de la poblacion
microglial; altera la actividad poblacional emergente de CA3 durante el desarrollo; induce un déficit
en la neurotransmision diferencial entre las aferencias de CA3, afectando principalmente la fibra

musgosa y modificando la conectividad funcional de la red.

Estos hallazgos estructurales y fisiolégicos se acompafian de un amplio rango de
alteraciones cognitivas y conductuales en funciones asociadas al hipocampo, consistente con una
deficiencia cognitiva congénita moderada. Cabe resaltar que, al menos en lo que respecta al
aprendizaje espacial, el déficit cognitivo presentdé mejoria con el entrenamiento sostenido. Una

observacion relevante para el potencial traslacional de este modelo.

Si bien este modelo ha sido estudiado por su potencial benéfico en entidades clinicas
relevantes como la isquemia, el traumatismo y padecimientos inflamatorios, el presente trabajo
advierte de las consecuencias inadvertidas que la manipulacion de la comunicacion entre la microglia
y las neuronas podria tener. Asi mismo, un area importante de esclarecimiento futuro es la
disociacion entre los efectos en el desarrollo temprano y las consecuencias en la adultez de la
interrupcién de la via de la fractalquina. Esta distincion es importante en tanto que la reversibilidad
de los primeros podria prevenir algunas de las alteraciones observadas en la adultez y brindar un
mayor entendimiento sobre la fisiopatologia de padecimientos neuropsiquiatricos, asi como la

participacién de la microglia en los mismos.
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Anexo 1

Efectos divergentes, dependientes de la edad, de la
deplecidon del Cx3cr1 en un novedoso modelo de doble
“hit”

Introduccion

La esquizofrenia y otras patologias neuropsiquiatricas han presentado histéricamente un
desafio particular en la identificacion de su etiologia, fisiopatologia y, en consecuencia, el desarrollo
de tratamientos eficaces (Braff & Braff, 2013). Un obstaculo principal en el estudio de estas
patologias es la escasez de modelos animales apropiados para la investigacion preclinica que
capturen fehacientemente los diversos aspectos fisiopatoldgicos y clinicos, y que permitan la
identificacion de procesos celulares, blancos moleculares y factores etiolégicos que, finalmente,
permitan el desarrollo de mejores opciones terapéuticas (Guerrin et al., 2021).

La esquizofrenia presenta una escenario clinico y fisiopatolégico singularmente complejo
que involucra alteraciones en varios sistemas de neurotransmision, incluyendo el dopaminérgico, el
glutamatérgico y el GABAérgico (S. Miyamoto et al., 2005; Modai & Shomron, 2016), que se traduce
en una amplia gama de sintomas asociados a estos sistemas de neurotransmision y clasificados
como positivos (e.g. psicosis, alucinaciones, agresividad, agitacion locomotriz), negativos (e.g.
aplanamiento emocional, aislamiento social, anhedonia, hipervigilancia) y cognitivos (e.g. memoria,
atencion, procesamiento légico) (S. Miyamoto et al., 2005). De esta miriada de sintomas solo los
positivos son controlados adecuadamente con la terapéutica disponible actualmente (Keefe &
Harvey, 2012; S. Miyamoto et al., 2005).

Un creciente cuerpo de evidencia involucra al sistema inmune y los procesos de
neuroinflamacién como uno de los principales factores en la etiologia de la esquizofrenia (Feigenson
et al., 2014). Esta diversidad de factores ha dado origen a la denominada hipotesis del doble “hit”
(Bayer et al., 1999), segun la cual una predisposiciéon genética o ambiental, primer “hit’, incrementa
la susceptibilidad del individuo a los efectos de un insulto posterior, segundo “hit’, que desencadena
el conjunto heterogéneo de sintomas que integran la esquizofrenia (Bayer et al., 1999; Maynard et
al., 2001).
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La busqueda de un modelo de doble “hit” que capture los aspectos clinicos (conductuales
en modelos animales) y neurobiolégicos (i.e. anatémicos, moleculares, fisioldgicos) ha combinado
un gran numero de factores genéticos (e.g. DISC1, Nurr1, Nrg1, reelina) y ambientales (e.qg.
separacion materna, activacion inmune materna, aislamiento, estrés agudo y crénico), como factores
predisponentes, con una amplia variedad de manipulaciones farmacologicas (e.g. PCP, MK-801,
corticosterona, metanfetamina, cannabis) y ambientales (e.g. aislamiento social, derrota social,
estrés cronico impredecible), con resultados heterogéneos con respecto al sinergismo de estos
factores en el desarrollo de alteraciones conductuales o neurobioldgicas (Feigenson et al., 2014;
Guerrin et al., 2021).

Recientemente, ha incrementado el interés por el papel de la microglia en el desarrollo y el
mantenimiento de la estructura y funcién los circuitos neuronales en el contexto de enfermedades
neuropsiquiatricas (Blank & Prinz, 2013; Inta et al., 2017). La manipulacion de la microglia, a través
de su sefalizacion con el sistema del complemento (Druart et al., 2021; Sellgren et al., 2019) y la via
de la fractalquina (Méndez-Salcido et al., 2022; Paolicelli et al., 2011a; Y. Zhan et al., 2014b),
producen alteraciones importantes en la consolidacion y la poda de sinapsis y, consecuentemente,
en la transmisién glutamatérgica, hallazgos clasicamente relacionados a la esquizofrenia (Feinberg,
1982; Germann et al., 2021; Keshavan et al.,, 2020). Adicionalmente, diversos reportes
consistentemente han encontrado alteraciones en los niveles de expresion del Cx3cr1 en pacientes
con esquizofrenia (Bergon et al., 2015; Fries et al., 2018; W.-X. Li et al., 2016), asi como la
prevalencia de una variante de este receptor asociada a un mayor riesgo de padecer esta
enfermedad (Ishizuka et al., 2017b).

La administracion neonatal de antagonistas NMDA (e.g. MK-801, PCP) es un modelo
ampliamente estudiado que induce apoptosis neuronal y retraso en el crecimiento de manera aguda
y, subsecuentemente, alteraciones conductuales en la adultez similares a los sintomas cognitivos de
la esquizofrenia incluyendo dificultades en tareas de memoria contextual, hiperlocomocion,
disminucién de la inhibicidon por pre-pulso, asi como alteraciones en la navegacién espacial y la
memoria de trabajo (Baier et al., 2009; Coleman et al., 2009; Lim et al., 2012). Estos efectos
cognitivos se han asociado a alteraciones en la plasticidad sinaptica (Hernandez-Frausto et al.,
2019), la expresion de receptores NMDA (Baier et al., 2009; G. Lee & Zhou, 2019) y la fisiologia de
las neuronas GABAérgicas (K. S. Jones et al., 2014).

La similitud de los efectos cognitivos y sinapticos descritos hace intrigante la posibilidad de
una interaccion sinérgica entre estos factores en un novedoso modelo de doble “hit” en el cual
hipotetizamos que el trasfondo genético del ratén Cx3cr1”~ incrementaria la susceptibilidad de los

sujetos al bloqueo neonatal de los receptores NMDA.
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Materiales y Métodos

Los protocolos experimentales que integran este proyecto fueron aprobados por el comité
de bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, en apego a la norma oficial mexicana para

la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

Sujetos Experimentales

Ratones hembras y machos de la cepa Cx3cr1”- (KO) fueron adquiridos del laboratorio
Jackson (cepa C57BL/6J, codigo 025524) (Yona et al., 2013) y cruzados con congéneres de la cepa
“silvestre” C57BL/6J (WT) en la Unidad de Ratones Transgénicos. Se establecieron unidades de
reproduccion con parejas homocigotas Cx3cr1”- o “silvestres” de cuyas camadas fueron utilizados
crias de ambos sexos. Las unidades de reproduccion y los animales de experimentacion fueron
alojados con alimento estandar y agua ad libitum, en condiciones de temperatura controlada (24°C)

y ciclo de luz/oscuridad de 12hr.

Administracién neonatal de MK-801 y evaluacién del crecimiento

Las dosis de MK-801 elegidas representan dosis dentro del rango utilizado en ratones
previamente (Coleman et al., 2009; Fredriksson & Archer, 2004; Lim et al., 2012).

Al dia cinco post-natal (P5), considerando el dia de nacimiento como dia cero (P0), las crias
de las unidades reproductoras de ambos genotipos fueron asignadas aleatoriamente a uno de tres
grupos experimentales, los cuales recibieron salina (NaCl 0.9%, Solucion CS, PiSA Farmacedtica,
México), 0.5mg/kg de MK-801 (Maletao de dizolcipina, Sigma) o 1mg/kg de MK-801 via I.P. cada
24h durante cinco dias consecutivos (P5-P9) (Coleman et al., 2009; Fredriksson & Archer, 2004).
Los animales experimentales fueron pesados diariamente desde el dia P5 hasta el dia P35 y cada
cinco dias, subsecuentemente, hasta el dia P90. En caso de defuncion, se le atribuy6 al tratamiento
si el sujeto presentd previamente deterioro de su estado general y enlentecimiento significativo o
arresto de su desarrollo en los dias previos a la defuncidn, si ésta se presenté durante el tratamiento
o hasta cinco dias después.
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Evaluacién de la apoptosis neuronal (Tinciéon de Nissl)

Para la estimacién de apoptosis neuronal se interrumpié el esquema de administracion del
tratamiento al cuarto dia (esto es 24h después de la tercera administracion) y las crias fueron
anestesiadas con sevoflurano al 2%, decapitadas y el cerebro fue removido y fijado en solucion de
paraformaldehido (PFA ) al 4% en amortiguador de fosfatos (PBS, en mM: 10 fosfatos, 137 NaCl,
0.27 KCI, Sigma) durante una noche. Posteriormente, los encéfalos fueron sumergidos en solucion
neuroprotectora de sacarosa (sacarosa al 30% en PBS) hasta su precipitacion y, subsecuentemente,
congelados en bloques con compuesto de oOptima temperatura para corte. (Tissue-Tek O.C.T.,
Sakura Finetek). Se obtuvieron rebanadas de 30um de espesor en criostato (CM 350S, Leica) desde
la corteza frontal hasta el hipocampo ventral, las cuales fueron montadas en portaobjetos
gelatinizados para la realizacion de la tincion de Nissl.

Procedimiento
La tincion de Nissl se llevd a cabo sometiendo las muestras a un tren de alcohol reverso

comenzando con xileno (mezcla de isomeros de xileno, Sigma), seguido de concentraciones
decrecientes de etanol (etanol anhidro, Sigma) (95%, 70%, 50%) y, finalmente, rehidratadas en agua
destilada. Posteriormente, las muestras fueron sumergida en solucion de violeta de cresilo (Merck)
al 0.1% en amortiguador de acetato por 10-15min a ~50C°. Posteriormente, se enjuago el exceso de
tincién en agua destilada y las muestras fueron deshidratadas mediante la sucesiva inmersion en un
tren de etanol (50%, 70%, 95%), finalizando con dos inmersiones en xileno. Al finalizar, las muestras

se dejaron secar al aire y, posteriormente, fueron cubiertas con DPX (Sigma) y cuberobjetos.

Microscopia
Se obtuvieron fotomicrografias en campo claro (DMC5400, Leica, Alemania) a 10X y 40X

con una resolucién de 2048 X 1538 PPI de regiones corticales y estriatales de al menos tres

campos en tres cortes por sujeto y tres sujetos por grupo experimental.

Analisis
Se realizé cuantificacion manual de células picnéticas y/o cuerpos apoptéticos en el
programa Fiji (Schindelin et al., 2012) con ayuda del plugin Cell Counter.
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Fenotipificacion Conductual

La fenotipificacion conductual del presente modelo de doble “hit” se llevé a cabo con ratones
de ambos sexos de cada grupo experimental al terminar el seguimiento del crecimiento (P90) y se
realizaron entre el cuarto y el decimosegundo mes de vida comenzando por las conductas innatas
(anidacion y excavacion), seguidas de pruebas de ansiedad no condicionada (campo abierto) y
exploracion espacial (laberinto en Y), para finalizar con la prueba de memoria contextual (evitacion

inhibitoria).

Anidacién (Nesting)
La anidacion es una conducta ampliamente encontrada en diversas especies de animales y

es expresada innatamente en roedores (Gaskill et al., 2013). Es una conducta importante para la
conservacion de calor, para actividades reproductivas, para la proteccion del ambiente y de los

depredadores (Deacon, 2006).

Procedimiento
Para la evaluacion de la conducta de anidacién se siguié el protocolo y puntuacién reportada

por R.M.J. Deacon previamente (Deacon, 2012; Deacon, 2006), utilizando almohadillas de algodén
de 5cm x 5cm como material de anidacion. Los ratones fueron habituados al material en un ensayo
de anidacion en el cual una almohadilla fue colocada en su caja de alojamiento antes de la fase de
oscuridad del ciclo diario y se dejé durante una noche. La puntuacion de anidacion no fue
determinada para esta prueba grupal. Al contrario, 48h después, los sujetos fueron alojados
individualmente en cajas limpias y se colocé una almohadilla en cada caja para determinar el puntaje
de anidacion la mafiana siguiente segun la escala de Deacon (Deacon, 2006).

Excavacion

Procedimiento
La conducta de excavacion se realizé de manera similar en que se describié previamente en

el cuerpo principal de la tesis.
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Campo Abierto
El campo abierto fue utilizado como una prueba de exploracién y ansiedad no condicionada

(Seibenhener & Wooten, 2015a; Sturman et al., 2018).

Procedimiento
La prueba se realizé6 de manera automatizada en el sistema Superflex/Fussion (Digiscan

Animal Activity Monitor, Onmitech Electronics), en una camara de 40x40x30cm con paredes de
acrilico transparente, uniformemente iluminada y colocada en una habitacion con temperatura
controlada. Cada sujeto fue colocado individualmente en una camara limpia y se le dej6é explorar
libremente por 5min. La actividad exploratoria horizontal (desplazamiento) y vertical (levantamientos

o rearing) fue detectada.

Analisis

El desplazamiento horizontal y vertical de los sujetos fue registrado automaticamente por el
sistema Superflex/Fussion. Las variables elegidas a evaluar fueron: la distancia total recorrida, el
tiempo de inmovilidad, el porcentaje de tiempo en el centro de la arena y el numero de episodios de

actividad vertical (rearing) (Seibenhener & Wooten, 2015a; Sturman et al., 2018).

Laberinto en Y (alternancia espontanea)
El laberinto en Y fue utilizado con un protocolo de alternancia espontanea con el objetivo de

evaluar la memoria espacial a corto plazo (Kraeuter et al., 2019).

Procedimiento
El aparato utilizado consiste en un laberinto en forma de Y de acrilico de 4mm de espesor

color gris claro con todos los brazos son de medidas idénticas (21x15.5x7cm) colocado en el centro
de un cuarto experimental e iluminado uniformemente desde el techo. Cada sujeto experimental fue
colocado en uno de los brazos aleatoriamente elegido, mirando a la pared mas distal del pasillo y se
le dejo explorar libremente por 10min y, posteriormente, fue devuelto a su caja de alojamiento. Las

sesiones de exploracion fueron videograbadas para su posterior analisis.

Analisis
Las grabaciones fueron analizadas en el programa SAMRT (v.3, Panlab, Harvard Apparatus)
y el nimero de entradas en cada brazo, nimero de alternancias completas (visitas a los tres brazos
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consecutivamente) y porcentaje de alternancias completas (fraccion de alternancias completas
realizadas de todas las posibles de acuerdo al numero de entradas a los brazos del laberinto

realizadas) fueron cuantificadas (Kraeuter et al., 2019).

Prueba de Evitacién Pasiva
La prueba de evitacion pasiva se realiz6 como una evaluacion de la funcién de memoria

contextual de los sujetos experimentales (Ogren & Stiedl, 2015).

Procedimiento
El aparato consiste en una caja de acrilico traslucido divida en dos camaras por una puerta

de guillotina, el primer compartimento cuyo piso consiste en una serie bastones de metal fue
iluminado con un foco incandescente de 10W, el segundo compartimento no se encuentra iluminado
y sus paredes y piso son de acero inoxidable en continuidad eléctrica. Este segundo compartimento
fue electrificado con el uso de un generador de pulsos (S-48 Square Pulse Generator, Grass
Instruments) conectado a una unidad generadora de corriente (Constant Current Unit 1-A, Grass

Instruments).

Primeramente, cada sujeto fue familiarizado con el aparato, colocandolo en el compartimento
iluminado y se le dej6 explorar ambas camaras durante 5min. Al dia siguiente, cada sujeto fue
colocado en el compartimento iluminado, la puerta hacia el otro compartimento se abrié después de
30s y se cuantifico la latencia del sujeto en cruzar al otro compartimento. Al cruzar completamente,
se cerro la puerta y 5s después se administrd un choque eléctrico (0.1mA por 5s). Diez segundos
después el sujeto fue retirado y devuelto a su caja de alojamiento. Dos horas después, se realizé la
prueba de adquisicion de la asociacion entre el contexto (compartimento no iluminado) y el estimulo
no condicionado (choque eléctrico) colocando al sujeto de nuevo en la camara iluminada y abriendo
la compuerta al compartimento no iluminado 30s después. Se cuantificé la latencia de cruce al
compartimento contralateral con un limite méximo de 300s. Una prueba subsecuente de retencién

de esta asociacion (memoria contextual) se llevo a cabo 24h después de manera similar.

Registros electrofisiolégicos

Se realizaron registros electrofisiolégicos del hipocampo dorsal in vivo, bajo anestesia con
uretano, utilizando arreglos de multielectrodos con el objetivo de evaluar cambios en la composicion

espectral del potencial de campo (LFP, por sus siglas en inglés) en las principales regiones del
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hipocampo (giro dentado, DG; region 3 del Cornu Ammonis, CA3; region 1 del Cornu Ammonis)
relacionadas con las manipulaciones experimentales. Adicionalmente, un segundo objetivo fue
evaluar la integridad del filtrado sensorial (sensory gating); uno de los pocos correlatos
neurobiolégicos consistentemente encontrados en pacientes esquizofrénicos es la pérdida de la
atenuacion en la respuesta al segundo de un par de estimulos administrados con un intervalo corto
entre ellos (Adler et al., 1998; Brockhaus-Dumke et al., 2008). La pérdida del filtrado sensorial es un
fenémeno reproducible en modelos animales y ampliamente estudiado en el contexto de modelos
traslacionales de esquizofrenia y en el estudio de los efectos de diversas manipulaciones

farmacolégicas o genéticas (Krause et al., 2003; Schuelert et al., 2018; Smucny et al., 2015).

Procedimiento
Se prepar6 una solucién fresca de uretano en solucion salina (0.1g/ml) al inicio de cada

sesion de registro. Se calculd la dosis total de uretano segun el peso del sujeto (1.3-1.5g/kg, I.P.) y
se administré la mitad del volumen inicialmente. El efecto del uretano es lento en establecerse,
durante este periodo se procedid a la tricotomia total del craneo del roedor y la asepsia y antisepsia
del mismo (Microdacyn, Sanfer). Se administré la segunda mitad de anestésico 30min aprox.
después de la primera administracion y se verifico la pérdida del reflejo palpebral y de retraccion ante

un estimulo nocivo.

Posteriormente, se coloco al raton en el marco estereotaxico (#51500U, Stoelting) y se
realizd una incision antero-posterior por la linea media para exponer el craneo. Mediante diseccion
roma se retird el periostio de los huesos del craneo expuesto y se localizaron Bregma y Lambda.
También, se verificd la horizontalidad del plano antero-posterior. Se realizé una craneotomia
cuadrada entre las coordenadas: -1.5 a -2.5mm antero-posterior (AP) y £1 a £3mm medio-lateral
(ML) con respecto a Bregma. Después de retirar el hueso se mantuvo la humedad de la superficie
meningea con solucion salina. Se realizé una segunda craneotomia circular en el hemisferio
contralateral en similares coordenadas, pero de menor tamafo para la colocaciéon de un electrodo
de referencia esférico de plata clorada sobre la superficie meningea y, adicionalmente, se insertd un
tornillo de acero inoxidable en el hueso occipital del craneo como tierra.

Antes de su uso, se impregno la sonda de multielectrodos con una solucién de Dil (1,1'-
Dioctadecil-3,3,3',3'-Tetrametilindocarbocianina Perclorato, Invitrogen) al 1% (p/v) en etanol y se dejé
secar. Se coloco la sonda de multielectrodos de 32 canales (A4x8-5mm-200-400-177, NeuroNexus)
conectada al amplificador/digitalizador (RHD2132, Intan technologies) de modo que la punta del
shank mas medial quedara en las coordenadas: -2mm AP y +1.3mm ML y comenzé el descenso a

una velocidad de 50pm/min con un continuo monitoreo de la actividad electrofisiolégica en el sistema
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de adquisicion (RHD2000 Interface Board y RHX Data Adquisition Software, Intan Technologies). Al
llegar al hipocampo se disminuyo la velocidad de descenso a 10um/min hasta llegar a -2.3mm dorso-
ventral (DV) con respecto a Bregma y se dejo estabilizar por 30min con una frecuencia de adquisicion
de 25KHz y filirado de banda ancha (0.28Hz-7.6KHz).

Actividad Espontanea
Las coordenadas descritas fueron seleccionadas de modo que la punta del shank mas

medial de la sonda quedara en el espesor de la hoja infrapiramidal del DG (+ 1.3mm ML, -2mm AP,
-2.3mm DV) y la punta del shank mas lateral en el espesor de CA3 en la region del origen de la
fimbria (x 2.5mm ML, -2mm AP, -2.3mm DV). La extension del arreglo de electrodos cubrié de esta
manera todos los campos y capas del hipocampo en su eje transversal. El electrodo interno de

referencia en la sonda fue utilizado en las capas superficiales de la corteza.

Transcurrido el periodo de estabilizacion, se registré la actividad espontanea de todos los

canales durante 30min con el sistema.

Potenciales Auditivos Evocados
Al terminar el periodo de registro de actividad espontanea se realizaron registros episodicos

(sweeps) con estimulacion auditiva en un protocolo de estimulos pareados comandados desde una
computadora adicional en el ambiente Matlab (MathWorks) con el uso del paquete Psychotoolbox-3
(Brainard, 1997; Kleiner et al., 2007): 140 ensayos de tonos de 3KHz y 20ms de duracién pareados
con 500ms de intervalo administrados cada 10s. La adquisicién y el estimulo auditivo fueron

sincronizados e iniciados con un generador de pulsos (Master-8, A.M.P.1.).

Finalmente, se administré una dosis letal de pentobarbital (70mg/kg, Pisabental, PiSA) y se
monitorizé la actividad neuronal hasta su desaparicion total. Posteriormente, se verifico la ausencia
de signos vitales y se retird la sonda de multielectrodos. Se diseco el cerebro y se realizaron cortes

coronales para verificar el sitio de registro.

Analisis
Para el analisis de los registros de actividad espontanea se eligié un canal representativo de

cada region de interés en el hipocampo: CA1, CA3, y DG.
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Los registros de LFP fueron preprocesados y analizados con codigo desarrollado en Python
con el uso de bibliotecas ampliamente reconocidas incluyendo: Scipy (Virtanen et al., 2020), Numpy
(van der Walt et al., 2011), Elephant (Yegenoglu et al., 2018) y Neo (Garcia et al., 2014).

El espectro de potencia de cada registro fue calculado en segmentos de 1min elegidos
aleatoriamente, los cuales previamente fueron filtrados a 250Hz (filtro pasa bajas Butterworth de
décimo orden) y se redujo la resolucion de muestreo a 1KHz. El espectro se calculé con el
periodograma de Welch en toda la longitud del segmento (1min) en ventanas de 2s (resolucién de
0.5Hz) sin sobrelapado, con ventana de Hanning y con correccion lineal de tendencia (Kramer &
Eden, 2016).

El poder total y el poder absoluto de las bandas delta (0.5-2.5), theta (3-6) (“theta del
uretano”, (Kramis et al., 1975; Vandecasteele et al., 2014)) y gamma lento (30-50) fueron calculados
a partir del periodograma obtenido. El poder relativo de cada banda fue calculado como el cociente

de su poder absoluto y el poder total del espectro.

Los cambios en el poder relativo del potencial de campo fueron analizados mediante un
modelo multivariado de varianza en el cual una composicion lineal del poder relativo de todas las
bandas fue analizada en funcién de las variables independientes: sitio de registro (DG, CA3, CA1),
tratamiento y genotipo (cuando fue apropiado) y las posibles combinaciones entre ellas. En caso de
significancia estadistica, cada variable dependiente (banda) fue analizada mediante ANOVA de
multiples vias con las mismas variables dependientes como factores. EI umbral de significancia
estadistica en el analisis de cada variable dependiente fue ajustado segun la féormula: a/k, donde k

es el numero de variables dependientes (“Multivariate Analysis of Variance (MANOVA),” 2010).

Los registros de estimulacion auditiva fueron preprocesado de manera similar con un filtro
pasa-bajas de 250Hz. La respuesta de todos los electrodos al primer estimulo (estimulo
condicionado (CS, por sus siglas en inglés)) fue inspeccionada visualmente y se eligio el canal dentro
de la region CA3 con mejor relacion sefial/ruido para el analisis. En este canal se buscaron
computacionalmente los picos y valles de la sefial dentro de una ventana de 100ms después de la
sefial de disparo del estimulo auditivo. Visualmente, se determiné el pico y el valle correspondientes
a P20 y N40 (Smucny et al., 2015) y se determiné su amplitud, latencia (latencia de N40 del estimulo
condicionado, LAMP, por sus siglas en inglés) y la diferencia en amplitud entre ellos (amplitud del
estimulo condicionado, CAMP) (Dissanayake et al., 2008; Krause et al., 2003). De manera similar se
buscaron los picos y valles de la respuesta al segundo estimulo (estimulo de prueba, TS, por sus
siglas en inglés) y se determinaron los mismos parametros (latencia, TLAT, y amplitud, TAMP, del
estimulo de prueba). Finalmente, la atenuacion fue expresada como el cociente de la amplitud del
TS y la amplitud del CS; T/C (Dissanayake et al., 2008; Krause et al., 2003).
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Susceptibilidad y severidad de las crisis epilépticas inducidas por
pentilentetrazol (PTZ)

Un efecto paraddjico del tratamiento neonatal con PTZ es el incremento en la susceptibilidad
o la severidad a crisis convulsivas en la adultez (Gorter et al., 1991; Pierson & Swann, 1991). Este
fenémeno es sin embargo poco estudiado, especialmente en el ratdén. Por otro lado, hay reportes
contradictorios sobre los efectos de la interrupcién de la via de la fractalquina en modelos de crisis
convulsivas con un reporte indicando que la deplecion del Cx3cr1 aumenta la frecuencia de las crisis
epilépticas y empeora el dafio asociado a las mismas (Eyo et al., 2016) y otro encontrando efectos
protectores de la interrupcion aguda de esta via (Ali et al., 2015).

Por lo tanto, se caracterizaron los efectos individuales de estos factores (i.e. tratamiento
neonatal con MK-801 y la deplecion del receptor a fractalquina) en la susceptibilidad y severidad de

las crisis convulsivas producidas por crecientes dosis de PTZ.

Procedimiento
Previo al inicio de cada sesion se prepardé una solucion fresca de PTZ (Pentilentetrazol,

Sigma) (5mg/ml en solucién salina).

Ratones de ambos sexos entre 6 y 12 meses de edad de cada grupo experimental fueron
inyectados con dosis subsecuentes de PTZ (20mg/kg) cada 15min hasta una dosis maxima
acumulada de 80mg/kg (Littjohann et al., 2009; Shimada & Yamagata, 2018). Cada sujeto fue
observado durante 10min previo a la primer dosis de PTZ y durante todo el periodo de subsecuentes
dosis y se determiné el puntaje de la severidad maxima de las crisis convulsivas de cada dosis segun
la escala modificada de Racine (Luttjohann et al., 2009; Van Erum et al., 2019). Al terminar el periodo
de evaluacion, cada sujeto fue observado durante 20min adicionales antes de ser devuelto a su caja
de alojamiento.

Analisis
La severidad de las crisis convulsivas en cada dosis fue comparada en una curva de
dosis/respuesta. Adicionalmente, la mortalidad de cada grupo experimental fue comparada contra la

mortalidad del grupo control (WT-Salina).
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Resultados

Sinergismo en los efectos agudos de la administracion neonatal de
MK-801 en el raton Cx3cr1”

Ratones de ambos sexos y ambos genotipos (WT y KO) fueron tratados aleatoriamente con
uno de los siguientes tratamientos: 0.5mg/kg MK-801, 1mg/kg MK-801 o un volumen equivalente de

solucion salina una vez al dia durante 5 dias (P5-P9; Fig. An. 1).

Como se aprecia en la Fig. 1a, las curvas de supervivencia no difieren entre los grupos
administrados con salina, la dosis baja de MK-801 (0.5mg/kg), y el grupo WT con dosis alta de MK-
801 (1mg/kg). Sin embargo, el grupo KO con dosis alta de MK-801 (1mg/kg) presenta un severo

incremento en la mortalidad (~90%) (Tab. 1).

Todos los grupos presentan un retraso del crecimiento durante la administracion del MK-801

(Fig. An. 1b), que es consistente con reportes anteriores de este modelo en rata (Lim et al., 2012).

En los ratones WT puede observarse un efecto dependiente de la dosis en todas las etapas
del crecimiento, (ANOVA de modelo mixto; tratamiento x dia: [F (6, 243) = 4.43, p = 0.0003], n= 26-
36, Fig. An. 1b-c). Al dia P10, al terminar el tratamiento, ambos grupos tienen un alto impacto en el
retraso del crecimiento que, sin embargo, es mucho mas grande para el grupo de dosis alta (T-
Student multiple con correccion de Holm; P10 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: tse = 3.75, p = 0.004, g
de Hedges = 0.92; P10 WT-Salina vs WT-1mg/kg: ts5 = 10.00, p < 0.001, g de Hedges = 2.44, Fig.
An. 1b-c). Este retraso en el crecimiento continlia observandose al dia postnatal 50 (P50) en el grupo
tratado con la dosis alta de MK-801, pero no en el grupo de dosis baja (T-Student multiple con
corrieccion de Holm; P50 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: ts5 = 1.34, p = 0.61, g de Hedges = 0.33; P50
WT-Salina vs WT-1mg/kg: ts3.23 = 4.42, p = 0.0006, g de Hedges = 1.19, Fig. An 1b-c). Finalmente,
al dia 90 postnatal (P90) no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos,
aunque prevalece un efecto moderado entre el grupo control y el de dosis alta (g de Hedges WT-
Salina vs WT-1mg/kg: 0.58, Fig. An 1b-c).

Comparando los grupos de dosis baja entre genotipos encontramos un fenémeno similar,
aunque de menor magnitud (ANOVA de modelo mixto; grupo x dia: [F (9, 570) = 3.90, p < 0.0001],
n= 26-68, Fig. 1b y 1d). Al décimo dia postnatal, existen diferencias significativas entre los grupos
tratados con MK-801 (0.5mg/kg) y los no tratados, sin interaccion aparente con el genotipo (Fig. An
1b y 1d) (T-Student multiple con correccion de Holm; P10 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: tse = 3.75, p
= 0.008, g de Hedges = 0.92; P10 WT-Salina vs KO-0.5mg/kg: t73.96 = 4.99, p < 0.0001, g de Hedges
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= 1.02; P10 KO-Salina vs WT-0.5mg/kg: ts+.75 = 3.75, p = 0.008, g de Hedges = 0.73; P10 KO-Salina
vs KO-0.5mg/kg: t120.27 = 5.16, p < 0.0001, g de Hedges = 0.89; Fig. An 1b y 1d).

Estas diferencias se ven en gran parte corregidas hacia el dia 50 postnatal (50) donde
solamente prevalece una diferencia entre los grupos KO (T-Student multiple con corrieccién de Holm;
P50 KO-Salina vs KO-0.5mg/kg: 12326 = 3.12, p = 0.045, g de Hedges = 0.54, Fig. An 1b y 1f).
Finalmente, hacia el dia 90 postnatal todos los grupos presentan pesos similares, indicando que el

retraso en el crecimiento inducido por esta dosis de MK-801 es transitorio (Fig. An 1b y 1d).

Dado que es bien sabido que el antagonismo NMDA, al igual que el cese completo de la
actividad eléctrica neuronal (Heck et al., 2008; lkonomidou et al., 1999; Wagner-Golbs & Luhmann,
2012), en periodos tempranos del desarrollo induce apoptosis neuronal (Ikonomidou et al., 1999), se
investigo si el exceso de muerte observado en el grupo KO que recibi6 la dosis alta de MK-801 (KO-
1mg/kg) esta acompafado de un incremento en la apoptosis neuronal (Fig. An 1by 1d).

La interaccién entre el genotipo KO y el tratamiento incrementa drasticamente la apoptosis
neuronal tanto en la corteza como en el cuerpo estriado con grandes diferencias entre los grupos
WT-1mg/kg y KO-1mg/kg en ambas regiones (Corteza: ANOVA de dos vias; genotipo x tratamiento:
[F(1,1)=26.45, p < 0.0001], Tukey HSD: WT-1mg/kg vs KO-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 2.13
Fig. An 1e-f) (Cuerpo estriado: ANOVA de dos vias; genotipo x tratamiento: [F (1, 1) = 7.19, p =
0.008], n = 23-27 campos/3 animales por grupo, Tukey HSD: WT-1mg/kg vs KO-1mg/kg, p = 0.001,
g de Hedges = 1.22, Fig. An 1e-f).
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Fig. An. 22 Efectos sinérgicos en la mortalidad y la apoptosis neuronal de la deplecién del Cx3cr1 y la
administracion neonatal de MK-801.

a) La deplecion del Cx3cr1 incrementa drasticamente la mortalidad por la administracion neonatal de MK-801 a dosis
altas (1mg/kg), un efecto no observado en los animales WT (Tab. 1). b-c) El tratamiento neonatal con MK-801 retrasa el
desarrollo de manera dependiente de la dosis en los animales WT que, sin embargo, alcanza a normalizarse en la adultez
(ANOVA de modelo mixto; tratamiento x dia: [F (6, 243) = 4.43, p = 0.0003], n= 26-36; T-Student multiple con corrieccion
de Holm; P10 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: tse = 3.75, p = 0.004, g de Hedges = 0.92; P10 WT-Salina vs WT-1mg/kg: ts5 =
10.00, p < 0.001, g de Hedges = 2.44; P50 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: ts5 = 1.34, p = 0.61, g de Hedges = 0.33; P50 WT-
Salina vs WT-1mg/kg: ts.23 = 4.42, p = 0.0006, g de Hedges = 1.19). b-d) Un efecto similar ocurre en los animales KO: a
dosis bajas el tratamiento con MK-801 no incrementa este efecto significativamente y todos los grupos alcanzan un
desarrollo normal en la adultez (ANOVA de modelo mixto; grupo x dia: [F (9, 570) = 3.90, p < 0.0001], n= 26-68; T-Student
multiple con correccion de Holm; P10 WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: tso = 3.75, p = 0.008, g de Hedges = 0.92; P10 WT-Salina
vs KO-0.5mg/kg: t73.96 = 4.99, p < 0.0001, g de Hedges = 1.02; P10 KO-Salina vs WT-0.5mg/kg: tés.75 = 3.75, p = 0.008, g de
Hedges = 0.73; P10 KO-Salina vs KO-0.5mg/kg: t120.27=5.16, p < 0.0001, g de Hedges = 0.89; P50 KO-Salina vs KO-0.5mg/kg:
t123.26 = 3.12, p = 0.04, g de Hedges = 0.54). e-f) El incremento en la mortalidad del genotipo KO con la dosis alta de MK-801
se acompana de un efecto sinérgico en la apoptosis neuronal, Corteza: ANOVA de dos vias; genotipo x tratamiento: [F
(1,1) = 26.45, p < 0.0001], Tukey HSD: WT-1mg/kg vs KO-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 2.13; Cuerpo estriado: ANOVA
de dos vias; genotipo x tratamiento: [F (1, 1) = 7.19, p = 0.008], Tukey HSD: WT-1mg/kg vs KO-1mg/kg, p = 0.001, g de
Hedges = 1.22, n = 23-27 campos/3 animales por grupo.

Tabla 2. Analisis estadistico de la supervivencia acumulada por grupo.

Grupo 1 Grupo 2 t p p corregida
KO-0.5mg/kg KO-1mg/kg 61.65 4.1x 107" <0.0001
KO-Salina 8.47 3.6x103 0.054
WT-0.5mg/kg 1.2 2.7 x10% 1.0
WT-1mg/kg 0.13 7.2x10% 1.0
WT-Salina 2.95 8.6 x 1072 1.0
KO-1mg/kg KO-Salina 109.88 1.04x 10% <0.0001
WT-0.5mg/kg 52.44 4.44x1013 <0.0001
WT-1mg/kg 30.73 2.96x10°% <0.0001
WT-Salina 66.56 3.39x 10 ¢ <0.0001
KO-Salina WT-0.5mg/kg 2.84 9.17 x 1072 1.0
WT-1mg/kg 9.78 1.76 x 103 0.02
WT-Salina 1.05 3.06 x 10! 1.0
WT-0.5mg/kg WT-1mg/kg 1.62 2.02 x 107 1.0
WT-Salina 0.37 5.44 x 10 1.0
WT-1mg/kg WT-Salina 3.55 5.93 x 1072 0.89
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Las conductas innatas como posibles indicadores de los sintomas
negativos en el modelo neonatal de MK-801 de esquizofrenia

Como se menciond previamente, la investigacion y terapéutica de la esquizofrenia se ha
enfocado histéricamente en el tratamiento de los sintomas positivos: alucinaciones, agresividad,
agitacion psicomotriz (Guerrin et al., 2021; S. Miyamoto et al., 2005). Mucha menor atencion han
recibido los sintomas negativos de los cuales la avolicion, definida como la incapacidad de realizar
tareas intencionadas y autodirigidas, es un sintoma central y es generalmente observada como
apatia y desinterés por actividades cotidianas como el cuidado personal incluyendo la higiene
personal y la procuracién de alimentos (Strauss et al., 2016, 2021). Es importante recalcar que este
desinterés no se encuentra asociado a pensamientos o emociones negativas o depresivas, sino a

una caracteristica falta de motivacion (Strauss et al., 2021).

A pesar de su prevalencia entre pacientes con esquizofrenia y otros trastorno mentales
severos (Strauss et al., 2021), los sintomas como la avolicion han recibido poca atencién en la
investigacion basica en gran medida a falta de un modelo conductual apropiado para su estudio
(Guerrin et al., 2021).

Las conductas innatas como la anidacion y la excavacion han sido propuestas en otros
modelos de enfermedades como pruebas sencillas, pero sensibles a alteraciones cognitivas,
asociadas a impedimentos en las actividades de la vida cotidiana, como el cuidado personal
(Deacon, 2012; Deacon, 2006b; Eltokhi et al., 2020). Los efectos del modelo de administracion

neonatal de MK-801 en estas conductas no se han explorado hasta ahora.

En la prueba de anidacion se observa una deficiencia en los ratones WT en la construccion
del nido dependiente de la dosis de MK-801 administrada (Kruskall-Wallis, H(2) = 8.56, p = 0.01,
n=19-26, Fig. An 2a), con el grupo WT-0.5mg/kg solo presentando una tendencia no significativa
comparada con el control, WT-Salina, (post-hoc prueba de Dunn, p = 0.1) y el grupo WT-1mg/kg
mostrando un mayor efecto contra el grupo control (post-hoc prueba de Dunn, p = 0.014, Fig. An 2a).
Sin embargo, el genotipo Cx3cr1”- no muestra un efecto sinérgico con el tratamiento a esta dosis y,
por lo tanto, no hay una diferencia significativa entre los grupos control de ambos genotipos (WT-
Salina y KO-Salina) y los grupos tratados con 0.5mg/kg de ambos genotipos (WT-0.5mg/kg y KO-
0.5mg/kg (Kruskall.Wallis, H(3) = 4.04, p = 0.26, 19-32, Fig. An 2a).

La prueba de excavacion, en cambio, resulta mas sensible y en la comparacion de efectos
de los distintos tratamientos en los ratones WT encontramos un efecto global significativo (ANOVA
de Welch; tratamiento [F (2) = 13.17, p < 0.0001], n= 19-23, Fig. An. 2b), con un efecto similar tanto
para la dosis baja (post hoc Games-Howell, WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges =
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1.29) como para la alta (post hoc Games-Howell, WT-Salina vs WT-1mg/kg: p = 0.001, g de Hedges

= 1.12, Fig. An. 2b), lo que podria deberse a un efecto de piso.

En cuanto a la comparacion entre genotipos, y la posible interaccién con el tratamiento
farmacolégico, se observa un efecto global significativo (ANOVA de Welch; grupo [F (3) = 12.43, p<
0.0001], n=19-32, Fig. An 2b), con claras diferencias entre el grupo control (WT-Salina) y todos los
demas (post hoc Games-Howell, WT-Salina vs KO-Salina: p = 0.004, g de Hedges = 0.97; WT-Salina
vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges = 1.30; WT-Salina vs KO-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges
= 1.40, Fig. An 2b). Sin embargo, no se observa sinergismo entre los factores (tratamiento y genotipo)
y, dado que el tamafio del efecto es grande para todas las comparaciones, se sugiere de nuevo un

efecto de piso en la prueba.
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Fig. An. 23 Tanto el genotipo como el tratamiento farmacologico afectan las conductas innatas y la memoria
contextual.

Las conductas innatas como la anidacion y la excavacién muestran diferente grado de sensibilidad ante los efectos de
la deplecion del Cx3cr1 y el bloqueo neonatal de los receptores NMDA (a-b). a) La anidacion muestra alteraciones
dependientes de la dosis con cambios significativos solo en el grupo de dosis alta (Kruskall-Wallis, H(2) = 8.56, p = 0.01;
post-hoc prueba de Dunn, WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.1, WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.014, n=19-26, arriba). A
dosis bajas no se detectan diferencias entre genotipos (Kruskall.Wallis, H(3) = 4.04, p = 0.26, n=19-32, abajo). b) La prueba
de excavacion es mas sensible tanto para los cambios en el genotipo como en el tratamiento, pero con un probable efecto
de piso en ambos casos; en el grupo WT los distintos tratamientos tienen un efecto similar, arriba, (ANOVA de Welch;
tratamiento [F (2) = 13.17, p < 0.0001], post hoc Games-Howell, WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges = 1.29,
WT-Salina vs WT-1mg/kg: p = 0.001, g de Hedges = 1.12, n= 19-23). Entre genotipos se detectan efectos significativos de
ambos factores sin interaccion entre ellos, abajo; ANOVA de Welch; grupo [F (3) = 12.43, p < 0.0001], post hoc Games-
Howell; WT-Salina vs KO-Salina: p = 0.004, g de Hedges = 0.97, WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges = 1.30;
WT-Salina vs KO-0.5mg/kg: p = 0.001, g de Hedges = 1.40, n=19-32. c) Tanto el genotipo como el tratamiento afectan de
manera independiente la memoria contextual en una prueba de evitacién inhibitoria. Todos los grupos muestran una
adquisicion adecuada de la asociacion entre el choque eléctrico y la camara oscura (arriba, ANOVA de modelo mixto;
Tratamiento: [F(2, 26) = 0.38, p = 0.68]; Fase: [F(1, 26) = 160.69, p < 0.0001], n = 8-12; abajo, ANOVA de modelo mixto;
Grupo: [F(3, 35) = 0.53, p = 0.66]; Fase: [F(1, 35) = 125.12, p < 0.0001], n = 8-12. En la prueba 24h después, los animales
WT muestran un deterioron la memoria contextual dependiente de la dosis, (arriba, Kruskall-Wallis, H(2) = 8.39, p = 0.015,
post hoc prueba de Dunn, WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.06, WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.02, n = 8-12). Entre los
grupos de dosis baja se observa un efecto mayor por parte del genotipo que del tratamiento, pero sin interaccion entre
ellos (abajo, Kruskall-Wallis, H(3) = 10.15, p = 0.017, post hoc Dunn; WT-Salina vs KO-Salina, p = 0.04, WT-Salina vs KO-
0.5mg/kg, p = 0.03).
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Efectos Cognitivos y de la Emotividad

Previos reportes indican que tanto la deplecion del receptor a fractalquina (Méndez-Salcido
et al.,, 2022; J. T. Rogers et al., 2011b) como el tratamiento neonatal con MK-801 (Kawabe et al.,
2007; Li et al., 2015; Lim et al., 2012) inducen déficits cognitivos en la adultez incluyendo memoria
espacial y contextual. Por ello, se probaron los efectos de los tratamientos en una prueba de memoria
contextual en los ratones WT. Los resultados muestran que los tres grupos tienen una adquisicion
adecuada de la asociacion entre el contexto espacial (camara oscura) y el estimulo no condicionado
(choque eléctrico) dado el incremento en la latencia de cruce entre la sesion donde se les administré
el choque eléctrico y la sesion dos horas después (ANOVA de modelo mixto; Tratamiento: [F(2, 26)
=0.38, p=0.68]; Fase: [F(1, 26) = 160.69, p < 0.0001], n = 8-12, Fig. An 2c). Sin embargo, la memoria
de esta asociacion presenta un deterioro dependiente de la dosis en la prueba 24h después reflejado
en la disminucion de la latencia de cruce entre compartimentos de los grupos tratados con MK-801
en comparacion con el grupo control (Kruskall-Wallis, H(2) = 8.39, p = 0.015, Fig. An 2c), con una
tendencia no significativa en el grupo de dosis baja (WT-0.5mg/kg) (Dunn, WT-Salina vs WT-
0.5mg/kg, p = 0.06) y un mayor impacto en el grupo de dosis alta (WT-1mg/kg) (Dunn, WT-Salina vs
WT-1mg/kg, p = 0.02, Fig. An 2c).

Un efecto similar se encuentra cuando se compran los grupos KO-Salina y KO-0.5mg/kg
contra sus contrapartes WT. Todos los grupos presentan una adquisicion satisfactoria de la
asociacion reflejado en el aumento de la latencia de cruce a las 2h (ANOVA de modelo mixto; Grupo:
[F(3, 35) = 0.53, p = 0.66]; Fase: [F(1, 35) = 125.12, p < 0.0001], n = 8-12, Fig. An 2c). La prueba
24h después refleja un déficit significativo en la memoria contextual (Kruskall-Wallis, H(3) = 10.15, p
= 0.017, Fig. An 2c). Sin embargo, la prueba post hoc (prueba de Dunn) indica que las diferencias
solo existen entre los dos grupos KO y el grupo control (Dunn, WT-Salina vs KO-Salina, p = 0.04,
WT-Salina vs KO-0.5mg/kg, p = 0.03), lo que indica que el genotipo es el factor dominante en esta

interaccion y no hay un efecto sinérgico entre los factores en la memoria contextual.

Las pruebas de campo abierto y el laberinto en Y fueron utilizadas para evaluar los efectos
sobre la emotividad (rasgos de ansiedad) y la actividad exploratoria. Previamente, se reporto el
efecto de la deplecién del receptor de fractalquina en la actividad exploratoria en el campo abierto
encontrando alteraciones consistentes con un fenotipo ansioso (Méndez-Salcido et al., 2022). En el
modelo de administracion neonatal de MK-801 los efectos en la exploracién en pruebas similares
son altamente variables y frecuentemente contradictorios (Baier et al., 2009; Latysheva & Rayevsky,
2003; Lim et al., 2012).
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En el presente estudio, ambas dosis del tratamiento neonatal con MK-801 disminuyeron la
actividad exploratoria en el campo abierto de los ratones WT de una manera consistente con un
fenotipo de mayor ansiedad (Fig. An 3a-c).

Ambas dosis disminuyeron la distancia total recorrida con respecto al grupo control (ANOVA
de una via: tratamiento, [F(2, 73) = 13.51, p < 0.0001], n = 20-36, Fig. An 3a), con un efecto de
tamafio similar (post hoc Tukey-HSD: WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.14;
WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.21). De manera similar, ambos tratamientos
disminuyeron el tiempo de permanencia en el centro de la arena (ANOVA de una via: tratamiento,
[F(2, 70) = 7.05, p = 0.001], n = 20-36, Fig. An 3b), con un incremento moderado en el tamafio del
efecto dependiente de la dosis (post hoc Tukey-HSD: WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.02, g de
Hedges = 0.75; WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.002, g de Hedges = 0.95).

De manera interesante, ambas dosis del tratamiento abatieron la exploracion vertical
(rearing, Fig. 3c), un parametro no explorado previamente (ANOVA de una via: tratamiento, [F(2, 68)
=17.22, p<0.0001], n = 20-36, Fig. An 3c). Ambos tratamientos tuvieron un efecto de tamario similar
(post hoc Tukey-HSD: WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.22; WT-Salina vs
WT-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.47).

Efectos similares fueron encontrados en la comparacion entre los grupos de ambos
genotipos tratados con solucién salina y los grupos tratados con la dosis baja de MK-801. En la
distancia total recorrida el factor determinante en las diferencias entre grupos es el tratamiento
(ANOVA de dos vias; tratamiento, [F (1,1) = 22.20, p < 0.0001], n = 20-46, Fig. 3a) con una tendencia
a una interaccion sinérgica entre los factores (genotipo x tratamiento: [F(1,1) = 3.57, p = 0.06], Fig.
An 3a).

La reduccioén en el tiempo en el centro de la arena es influenciado por ambos factores, el
genotipo y el tratamiento pero sin una interaccion significativa; (ANOVA de dos vias; genotipo, [F
(1,1) = 6.42, p = 0.01]; tratamiento, [F (1,1) = 10.14, p = 0.002]; genotipo x tratamiento [F(1,1) =
0.96, p = 0.33], n = 20-46, Fig. An 3b). Por ultimo, la exploracién vertical es afectada de manera
similar aunque con un mayor efecto por parte del tratamiento (ANOVA de dos vias; genotipo, [F (1,1)
= 5.01, p = 0.02]; tratamiento, [F (1,1) = 35.09, p < 0.0001]; genotipo x tratamiento [F(1,1) = 1.72, p
=0.19], n = 20-46, Fig. An 3c). Sin embargo, en ninguno de estos efectos se aprecia una interaccion
aditiva entre el genotipo y el tratamiento a pesar de que ambos factores modifican la actividad
exploratoria y la respuesta al estrés.

Las alteraciones en la actividad exploratoria afectaron el desempefo de los animales en el
laberinto en forma de Y en un protocolo de alternancia espontanea dirigido a explorar la memoria de

trabajo espacial de manera tal que la interpretacion de esta prueba esta comprometida. En términos
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generales, no se observaron diferencias en el porcentaje de tripletes realizados (i.e. la fraccion de
tripletes realizadas del total de tripletes posibles de acuerdo al numero total de transiciones entre los
brazos realizadas), ni entre los grupos de ratones WT tratados con MK-801(ANOVA de una via,
tratamiento [F(2) = 1.07, p = 0.35], datos no mostrados), ni entre genotipos (controles y tratados con
MK-801) (ANOVA de dos vias, genotipo [F(1) = 0.009, p = 0.92]; tratamiento [F(1) = 0.36, p = 0.55],
datos no mostrados).

Sin embargo, la exploraciéon espacial (distancia total) realizada por los grupos KO se vio
reducida de manera importante, a pesar de que la prueba se realizé6 en condiciones menos
estresantes que el campo abierto (~50 lux), y de manera interesante esta reduccién en la actividad
exploratoria fue incrementada con el tratamiento farmacolégico, (ANOVA de dos vias, genotipo [F(1)
= 53.88, p < 0.0001]; tratamiento [F(1) = 6.46, p = 0.01],genoctipo x tratamiento [F(1,1) = 8.49, p =
0.004], Fig. An 3d). En contraste, los grupos WT no presentan diferencias inducidas por el tratamiento
en la distancia total (ANOVA de una via: [F(2,51) = 0.56, p = 0.57], Fig. An 3d).
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Fig. An. 24 Alteraciones de la emotividad y la exploracion.

Los resultados de la prueba de campo abierto indican que tanto el tratamiento con MK-801 como el genotipo exacerban
la respuesta al estrés e inhiben la exploracién espontanea tanto horizontal como vertical (rearing). a) En los animales WT
ambas dosis de MK-801 abatieron la distancia total recorrida con un efecto de tamaiio similar, arriba, (ANOVA de una via:
tratamiento, [F(2, 73) = 13.51, p < 0.0001], post hoc Tukey-HSD: WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.14;
WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.21, n = 20-36). En cuanto a los grupos KO, se observa un efecto
similar por parte del tratamiento con una tendencia en la interaccion entre factores, abajo, (ANOVA de dos vias;
tratamiento, [F (1,1) = 22.20, p < 0.0001], genotipo x tratamiento: [F(1,1) = 3.57, p = 0.06], n = 20-46). b) Ambas dosis
redujeron el tiempo de exploracién en el centro de la arena de los animales WT con un moderado incremento en el efecto
dependiente de la dosis, arriba, (ANOVA de una via: tratamiento, [F(2, 70) = 7.05, p = 0.001], post hoc Tukey-HSD: WT-
Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.02, g de Hedges = 0.75; WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.002, g de Hedges = 0.95, n = 20-36).
En la comparacion con los grupos KO, tanto el genotipo como el tratamiento son factores significativos pero
independientes en la reduccién del tiempo en el centro de la arena, abajo, (ANOVA de dos vias; genotipo, [F (1,1) = 6.42,
p = 0.01]; tratamiento, [F (1,1) = 10.14, p = 0.002]; genotipo x tratamiento [F(1,1) = 0.96, p = 0.33], n = 20-46). c) La
exploracion vertical (rearing) fue igualmente afectada por ambos tratamientos en los animales WT con un efecto de
tamano similar, arriba, (ANOVA de una via: tratamiento, [F(2, 68) = 17.22, p < 0.0001], post hoc Tukey-HSD: WT-Salina vs
WT-0.5mg/kg, p =0.001, g de Hedges = 1.22; WT-Salina vs WT-1mg/kg, p = 0.001, g de Hedges = 1.47, n = 20-36). De nuevo,
tanto el tratamiento como el genotipo disminuyen la exploracion vertical en los grupos KO, sin una interaccién
significativa, abajo, (ANOVA de dos vias; genotipo, [F (1,1) = 5.01, p = 0.02]; tratamiento, [F (1,1) = 35.09, p < 0.0001];
genotipo x tratamiento [F(1,1) = 1.72, p = 0.19], n = 20-46). d) En el laberinto en forma de Y la exploracién espacial se ve
disminuida, aunque en los animales WT el tratamiento farmacolégico no es suficiente para inducir diferencias
significativas, izq., (ANOVA de una via: [F(2,51) = 0.56, p = 0.57], n = 10-30), mientras que en los KO se observa un efecto
sinérgico entre el tratamiento y el genotipo, der.,(ANOVA de dos vias, genotipo [F(1) = 53.88, p < 0.0001]; tratamiento [F(1)
=6.46, p = 0.01],genotipo x tratamiento [F(1,1) = 8.49, p = 0.004], n = 10-52).

Efectos divergentes en el potencial local de campo del hipocampo

A pesar de la gran variedad de estudios con el modelo de bloqueo neonatal de los receptores
NMDA, poco se sabe de las potenciales consecuencias en la actividad de red de los circuitos
cerebrales en la adultez o en el desarrollo (Guerrin et al., 2021; Lim et al., 2012). Previamente,
Kjaerby et al. (2017) reportaron alteraciones en la potencia del ritmo theta en el hipocampo y el ritmo
gamma en la corteza prefrontal en respuesta a la estimulacion eléctrica en el tallo cerebral en un
modelo de administracién neonatal de fenciclidina. Recientemente, se ha reportado la alteracion de
la generacién de estados funcionales en un modelo in vitro en la corteza prefrontal, aunado a un
incremento en el poder de la banda gamma en un modelo de antagonismo NMDA en el desarrollo

temprano (Plataki et al., 2021).

En el presente estudio, se realizaron registros electrofisioldgicos in vivo de la actividad
espontanea de los campos principales del hipocampo, (i.e. DG, CA3, CA1) simultaneamente bajo

anestesia con uretano (Fig. An 4).
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Fig. An. 25 Trazos representativos de la actividad de campo en las distintas regiones del hipocampo.

a-c) Trazos representativos de los electrodos elegidos para analizar la actividad poblacional en las distintas regiones del
hipocampo, DG, CA3, CA1 en los animales WT. Debajo de lo trazos se muestra el periodograma de Welch para cada canal
calculado sobre segmentos de 1min de registro en dB. Nétese el incremento en la actividad de alta frecuencia en los
grupos tratados con MK-801. d-e) Trazos y analisis similares para los grupos KO. Escalas son iguales a 100uV y 1s.

Los resultados muestran una amplia restructuracion de la composicién espectral del
potencial de campo de las diferentes regiones del hipocampo inducidas tanto por el genotipo como
por el tratamiento farmacolégico. Como se aprecia en las figuras 4 y 5, la administracion neonatal de
MK-801 induce cambios robustos en el potencial de campo de todas las regiones hipocampales
estudiadas (MANOVA delta + theta + gamma ~ Tratamiento + Sitio de registro; Lambda de Wilks =
0.0074, p < 0.0001, Fig. An 5a), con un efecto significativo tanto del tratamiento (Tratamiento:
Lambda de Wilks = 0.63, p = 0.0003) como del sitio de registro (Sitio: Lambda de Wilks = 0.55, p =
0.0001).

164



Especificamente, el tratamiento farmacolégico indujo una disminucion en el poder relativo de
la banda delta que es independiente del sitio de registro (ANOVA de dos vias; tratamiento: [F(2) =
9.02, p = 0.0004], sitio: [F(2) = 6.56, p = 0.003], tratamiento x sitio: [F(4) = 0.37, p = 0.85], Fig. An
5a), cabe resaltar que este efecto es dosis dependiente pero no en una forma lineal y tiene su maximo
en el grupo tratado con 0.5mg/kg (post hoc Tukey-HSD; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, WT-
Salina vs WT-1mg/kg: p = 0.36, Fig. An 5a). El efecto mediado por el sitio se restringe a una diferencia
en el poder de delta entre CA1 y DG, independiente del tratamiento (post hoc Tukey-HSD; CA1 vs
DG: p = 0.005).

A diferencia de la disminucion en el poder de la banda delta, el tratamiento farmacoldgico
indujo un incremento en el poder de la banda theta independiente del sitio de registro (ANOVA de
dos vias; tratamiento: [F(2) = 7.09, p = 0.002], sitio: [F(2) = 1.17, p = 0.32], tratamiento x sitio: [F(4)
=0.22, p = 0.92], Fig. An 5a). Nuevamente, el grupo con mayor efecto es el tratado con 0.5mg/kg kg
(post hoc Tukey-HSD; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.0015, WT-Salina vs WT-1mg/kg: p = 0.70).

Un cambio similar pero de menor tamafio ocurre en la banda gamma, donde se aprecian
diferencias mediadas por el tratamiento y el sitio de registro de manera independiente, (ANOVA de
dos vias; tratamiento: [F(2) = 7.27, p = 0.0015], sitio: [F(2) = 21.93, p < 0.0001], tratamiento x sitio:
[F(4) = 0.92, p = 0.45], Fig. An 5a). El efecto simple del tratamiento, sin embargo, solo aproxima la
significancia estadistica (post hoc Tukey-HSD; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.03, WT-Salina vs
WT-1mg/kg: p = 0.04, o = 0.025). El efecto del sitio de registro se debe al mayor poder de la banda
gamma en el DG comparado con los otros sitios de registro (post hoc Tukey-HSD; CA1 vs DG: p =
0.001; CA3 vs DG: p = 0.003).

De esta manera, el efecto global del bloqueo NMDA durante el desarrollo temprano es un
desplazamiento del poder de la banda delta en favor de bandas de mas alta frecuencia: theta y
gamma. Sorpresivamente, estos cambios son exactamente opuestos a los cambios inducidos por la
deplecion del receptor a fractalquina. Un analisis similar para los grupos tratados con la dosis baja
(0.5mg/kg) de MK-801 o salina de ambos genotipos revela diferencias significativas en la
composicion espectral del potencial de campo hipocampal (MANOVA delta + theta + gamma ~
Tratamiento + Sitio de registro + Genotipo; Lambda de Wilks = 0.0071, p < 0.0001, Fig. An 5b), con
un efecto significativo de cada variable independiente; Tratamiento: Lambda de Wilks = 0.62, p =
0.0001; Sitio: Lambda de Wilks = 0.66, p = 0.0001; Genotipo: Lambda de Wilks = 0.74, p = 0.0001.

Sin embargo, como se menciond previamente, la interaccion del genotipo y el tratamiento
con MK-801 es antagonico. Sobre la banda delta tanto el genotipo como el tratamiento y el sitio de
registro tienen efectos significativos sencillos sin ninguna interaccién entre ellos, (ANOVA de tres
vias; tratamiento: [F(1) = 34.26, p < 0.0001], sitio: [F(2) = 10.50, p < 0.0001], genotipo: [F(1) = 12.39,
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p = 0.0001], Fig. An 5b). Al igual que en los grupos WT, el tratamiento disminuyé la potencia de la
banda delta independientemente del genotipo (post hoc Tukey-HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001),
pero el genotipo aumento la potencia de delta independientemente del tratamiento (post hoc Tukey-
HSD; KO vs WT: p = 0.0096). Al igual que en el analisis anterior, el efecto del sitio se restringe a una
diferencia entre CA1y DG (post hoc Tukey-HSD; CA1 vs DG: p = 0.001).

De manera similar, tanto el tratamiento como el genotipo y el sitio de registro tiene efectos
significativos sobre el poder de la banda theta, (ANOVA de tres vias; tratamiento: [F(1) = 32.81, p <
0.0001], sitio: [F(2) = 5.35, p = 0.0067], genotipo: [F(1) = 15.86, p = 0.0001], Fig. An 5b). En esta
ocasion, el tratamiento con MK-801 incrementa el poder de theta independientemente del sito o el
genotipo (post hoc Tukey-HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001), mientras que el genotipo la disminuye
de manera igualmente independiente (post hoc Tukey-HSD; KO vs WT: p = 0.0024). El efecto del
sitio se debe a una tendencia no significativa entre CA1 y las otras regiones, en efecto estas
interacciones pueden ser observadas con mayor claridad en CA1.

Finalmente, la banda gamma se ve afectada de manera similar a theta con efectos
significativos pero independientes del tratamiento, el genotipo y el sitio de registro, (ANOVA de tres
vias; tratamiento: [F(1) = 29.43, p < 0.0001], sitio: [F(2) = 20.39, p = 0.0001], genotipo: [F(1) = 14.34,
p = 0.0003], Fig. An 5b). Al igual que para la banda theta, el tratamiento con MK-801 incrementa el
poder de la banda gamma independientemente del genotipo o el sitio de registro (post hoc Tukey-
HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001, Fig. An 5b), mientras que el genotipo la disminuye
independientemente del sitio o el tratamiento (post hoc Tukey-HSD; KO vs WT: p = 0.0087, Fig. An
5b). El efecto del sitio de registro se debe nuevamente a la prominencia de la banda gamma en DG,
(post hoc Tukey-HSD; CA1 vs DG: p = 0.001; CA3 vs DG: p = 0.0084, Fig. An 5b) v,

consecuentemente, estas interacciones de efectos pueden ser observada con mayor claridad en DG.
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Fig. An. 26 La deplecion del Cx3cr1 induce cambios opuestos en el potencial de campo a los inducidos por el
tratamiento neonatal con MK-801.

a) Un analisis multivariado de las bandas delta, theta y gamma, como variables dependientes, y tratamiento y el sitio de
registro, como variables independientes, demuestra que para los grupos WT el tratamiento y el sitio de registro son
factores significativos de diferencias entre los grupos, (MANOVA delta + theta + gamma ~ Tratamiento + Sitio de registro;
Lambda de Wilks = 0.0074, p < 0.0001; Tratamiento: Lambda de Wilks = 0.63, p = 0.0003; Sitio: Lambda de Wilks = 0.55, p
=0.0001, n=7). En general, el tratamiento indujo un decremento en la potencia de la banda delta con efecto maximo en la
dosis baja (ANOVA de dos vias; tratamiento: [F(2) =9.02, p = 0.0004], sitio: [F(2) = 6.56, p = 0.003], tratamiento x sitio: [F(4)
=0.37, p = 0.85], post hoc Tukey-HSD; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.001, WT-Salina vs WT-1mg/kg: p=0.36, n =7). En
cambio, tanto la banda theta como gamma muestran un incremento en su poder inducido por el tratamiento y con un
maximo efecto de nuevo en la dosis baja; theta: (ANOVA de dos vias; tratamiento: [F(2) = 7.09, p = 0.002], sitio: [F(2) =
1.17, p = 0.32], tratamiento x sitio: [F(4) = 0.22, p = 0.92], post hoc Tukey-HSD; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg: p = 0.0015, WT-
Salina vs WT-1mg/kg: p = 0.70); gamma: (ANOVA de dos vias; tratamiento: [F(2) = 7.27, p = 0.0015], sitio: [F(2) = 21.93, p
< 0.0001], tratamiento x sitio: [F(4) = 0.92, p = 0.45]).

b) La deplecion del Cx3cr1 por si misma induce cambios en el potencial de campo de las distintas regiones del
hipocampo. En los animales KO tratados con MK-801 ambos factores inducen cambios significativos. Inesperadamente,
los cambios correspondientes al genotipo son exactamente opuestos a los inducidos por el tratamiento; MANOVA delta
+ theta + gamma ~ Tratamiento + Sitio de registro + Genotipo; Lambda de Wilks =0.0071, p < 0.0001, Tratamiento: Lambda
de Wilks = 0.62, p = 0.0001; Sitio: Lambda de Wilks = 0.66, p = 0.0001; Genotipo: Lambda de Wilks = 0.74, p =0.0001, n =
7-8. En la banda delta el tratamiento disminuy6 el poder mientras que el genotipo lo aumenté: (ANOVA de tres vias;
tratamiento: [F(1) = 34.26, p < 0.0001], sitio: [F(2) = 10.50, p < 0.0001], genotipo: [F(1) = 12.39, p = 0.0001], post hoc Tukey-
HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001, KO vs WT: p = 0.0096, n = 7-8). En la banda theta se observan cambios reciprocos
para ambos factores con el tratamiento incrementando el poder de la banda y el genotipo disminuyéndolo (ANOVA de
tres vias; tratamiento: [F(1) = 32.81, p < 0.0001], sitio: [F(2) = 5.35, p = 0.0067], genotipo: [F(1) = 15.86, p = 0.0001], post
hoc Tukey-HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001, KO vs WT: p = 0.0024. De manera similar ocurren cambios en la banda
gamma, con el tratamiento incrementando el poder de gamma y el genotipo disminuyéndolo, ambos de manera
independiente; ANOVA de tres vias; tratamiento: [F(1) = 29.43, p < 0.0001], sitio: [F(2) = 20.39, p = 0.0001], genotipo: [F(1)
=14.34, p = 0.0003], post hoc Tukey-HSD; Salina vs 0.5mg/kg: p = 0.001, KO vs WT: p = 0.0087.

El filtrado sensorial auditivo de CA3 se encuentra preservado en
ambas condiciones experimentales

Uno de los pocos hallazgos clinicos en pacientes esquizofrénicos que ha sido exitosamente
estudiado en modelos animales es la alteracion del filtrado sensorial auditivo, un correlato
neurobiolégico del filtrado sensorimotor (Smucny et al., 2015). Esta funcién fue estudiada con
registros del potencial evocado en CA3 ante la estimulacion auditiva en un protocolo de estimulacion
pareada (Dissanayake et al., 2008; Krause et al., 2003).

Inesperadamente, dados los gruesos cambios en la actividad de red descritos previamente,
el filtrado sensorial auditivo se encuentra preservado en todos los grupos y no se encuentran
alteraciones en la amplitud del potencial evocado por el estimulo condicionante (CAMP; ANOVA
[F(4,21)=0.56, p = 0.69], n = 4-6), su latencia (CLAT; ANOVA [F(4,21) = 0.43, p = 0.78]), la amplitud
del estimulo de prueba (TAMP; ANOVA [F(4,21) = 0.60, p = 0.66]), su latencia (TLAT; ANOVA
[F(4,21) = 0.59, p = 0.67]), ni en el cociente de la amplitud del pulso de prueba y el pulso
condicionante (T/C; ANOVA [F(4,21) = 0.11, p = 0.98]), Fig. An 6a-b.
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La deplecién del Cx3cr1 protege contra el efecto epileptogénico del
MK-801

La administracién neonatal de MK-801 se ha asociado con un incremento en la
susceptibilidad a crisis convulsivas en la adultez en rata (Gorter et al., 1991; Li et al., 2015; Pierson
& Swann, 1991). Dados los cambios en la composicién espectral del potencial de campo en los
animales tratados con MK-801, su susceptibilidad a crisis epilépticas fue evaluada en un protocolo

de crisis convulsivas inducidas con la administracion aguda de PTZ.

En los ratones WT el tratamiento neonatal con MK-801 tiene un efecto significativo en la
severidad de las crisis convulsivas en funciéon de la dosis administrada, (ANOVA modelo mixto,
tratamiento x dosis: [F(8,116) = 3.15, p = 0.0028], Fig. An 6¢). Concretamente, la dosis alta de MK-
801 incrementd la severidad de las crisis inducidas por la dosis mas baja de PTZ en comparacion
con el grupo control (T-Student mdltiples con correcciéon de Holm; control vs 1mg/kg a 20mg/kg de
PTZ: p=0.001, Fig. An 6c¢). Lo cual indica que hay una disminucién en el umbral para producir crisis

convulsivas.

Este efecto no fue encontrado en la comparacién de grupos WT con los KO controles y los
KO tratados con la dosis baja de MK-801 (ANOVA modelo mixto, grupo x dosis: [F(12,168) = 1.35, p
= 0.19], Fig. An 6d).

Sin embargo, puede apreciarse una tendencia a un incremento en la severidad maxima
alcanzada por el grupo WT-0.5mg/kg, (Fig. An 6e). Este incremento se debe a una exacerbada
mortalidad en el grupo WT-0.5mg/kg del cual cerca del 60% de sujetos desarrollé paro respiratorio o
status epilepticus. Una proporcion mucho mayor que la del grupo control (16%) o a la de cualquier
otro grupo (16-25%) (prueba binomial con correccién de Holm; WT-Salina vs WT-0.5mg/kg, p =
0.005, Fig. An 6e). Este incremento en la mortalidad esta ausente en el grupo KO tratado con MK-

801 y sugiere un efecto protector especifico del genotipo.
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Fig.An. 27 La deplecion del Cx3cr1 previene el efecto epileptogénico del tratamiento neonatal con MK-801

a) Potenciales evocados promedio representativos para cada grupo y estimulo (condicionante izq., prueba der.) muestran
una funcién de atenuacion adecuada en todos los grupos. b) Ninguno de los parametros evaluados en la estimulacion
auditiva pareada muestra cambios significativos; T/C: ANOVA de una via, [F(4,21) = 0.11, p=0.98], n =4-6, CAMP: ANOVA
[F(4,21) = 0.56, p = 0.69], TAMP: ANOVA [F(4,21) = 0.60, p = 0.66], TLAT: ANOVA [F(4,21) = 0.59, p = 0.67, CLAT: ANOVA
[F(4,21) = 0.43, p = 0.78].c) El tratamiento con la dosis alta de MK-801 incrementa la susceptibilidad a las crisis convulsivas
inducidas por PTZ a 20mg/kg en comparacion con el grupo control, (ANOVA modelo mixto, tratamiento x dosis: [F(8,116)
= 3.15, p = 0.0028], T-Student multiples con correcciéon de Holm; control vs 1mg/kg a 20mg/kg de PTZ: p = 0.001, n = 10-
12). d) La dosis baja del tratamiento con MK-801 no modifica significativamente la severidad en la escala modificada de
Racine de ningun grupo, ANOVA modelo mixto, grupo x dosis: [F(12,168) = 1.35, p = 0.19], n = 12. e) La mortalidad del
protocolo con PTZ, sin embargo, es drasticamente incrementada en el grupo WT tratado con MK-801 a dosis baja, un
efecto que se encuentra ausente en el grupo KO con tratamiento similar, (prueba binomial con correccion de holm; WT-
Salina vs WT-0.5mg/kg, p = 0.005).
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Discusion

El presente estudio parte de la hipotesis primaria de que la deplecion del Cx3cr1, como factor
predisponente, tendria un efecto sinérgico en las alteraciones inducidas por el modelo de
administracion neonatal de MK-801, como factor detonante, en el contexto de la hipétesis del doble

“hit” de la esquizofrenia (Bayer et al., 1999; Guerrin et al., 2021).

Los resultados muestran una interaccion compleja entre los factores estudiados en una gama
amplia de efectos desde las consecuencias agudas de la administraciéon de MK-801 en neonatos de
ambos sexos, su impacto en el desarrollo posterior hasta la adultez, las alteraciones cognitivas que
afectan conductas innatas, exploratorias y mnemaonicas, los cambios en la actividad de red en el
hipocampo potencialmente asociados a las alteraciones cognitivas y, finalmente, la susceptibilidad a

las crisis convulsivas.

Inesperadamente, las interacciones encontradas varian enormemente desde un sinergismo
agudo, hasta el antagonismo, ademas de una serie de efectos mediados de manera independiente

por cada factor.

El efecto sinérgico mas importante es el severo incremento de la toxicidad del tratamiento
neonatal con MK-801 en los animales con deplecion del Cx3cr1, que se ve reflejado en un drastico
aumento en la mortalidad de este grupo acompafado de un aumento similar en la apoptosis neuronal
aguda durante el tratamiento farmacolégico. Previamente, se ha documentado la induccion de
apoptosis neuronal en el periodo neonatal ante el antagonismo de receptores NMDA (Hansen et al.,
2004; Ikonomidou et al., 1999) y otras formas de bloqueo de la actividad eléctrica neuronal (Heck et
al., 2008; Wagner-Golbs & Luhmann, 2012). Este fendmeno esta asociado a una subita caida en la
expresion de factores tréficos neuronales, incluyendo el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), cuya sintesis
esta ligada a la activacion de los receptores NMDA (Heck et al., 2008; Wagner-Golbs & Luhmann,
2012). La microglia tiene un papel preponderante en el soporte metabdlico de las neuronas en el
desarrollo y la adultez (Davis et al., 1994; Szepesi et al., 2018b), especialmente la via de la
fractalquina es necesaria para la produccién del factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-
1) (Ueno et al., 2013b), y el factor de crecimiento derivado del endotelio (VEGF) (Finneran et al.,
2019). La interrupcion de esta via de comunicacion es suficiente para reducir la produccion de IGF-
1y causar la apoptosis neuronal de una subpoblacién de neuronas corticales (Ueno et al., 2013b).

Es posible que el incremento en la apoptosis neuronal y, subsecuentemente, la mortalidad

del modelo se deba a una incapacidad de la microglia de responder con la produccion de factores
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troficos necesarios para la supervivencia neuronal en condiciones de estrés inducidas por la
aplicacion del NMDA.

El severo incremento en la apoptosis neuronal en el presente modelo recalca la importancia
de la comunicacion entre neuronas y microglia y las consecuencias de una reactividad inapropiada
por parte de la microglia, lo que podria tener importantes repercusiones clinicas en el contexto del
uso de sedantes o anestésicos en personas con una variante de este receptor o en pacientes
neonatales (Heck et al., 2008; Ishizuka et al., 2017b).

A pesar de la clara asociacién entre la mortalidad y el incremento en la apoptosis neuronal,
un factor no controlado en este estudio es la disminucion en el cese temporal de la alimentacion
durante el periodo de accion del MK-801, el cual podria afadir al efecto neurotéxico y al retraso en
el desarrollo, asi como el impacto del MK-801 en otros 6rganos o sistemas fisioldgicos como el
corazon, los rifones y el sistema gastrointestinal donde los receptores NMDA son abundantemente
expresados (Gill & Pulido, 2001).

Un obstaculo prevalente en la investigacion basica de trastornos multifactoriales y complejos
como la esquizofrenia es la falta de modelos apropiados y pruebas para la gran diversidad de
sintomas que comprende la patologia. En el caso de la esquizofrenia, a pesar de su alta prevalencia,
los sintomas negativos son particularmente dificiles de estudiar (Guerrin et al., 2021). Sintomas como
la avolicion comprometen la capacidad del paciente de cuidar de si mismo aun en ausencia de

alucinaciones, delirio u otros sintomas positivos (Strauss et al., 2021).

En este sentido, la incapacidad es semejante al compromiso de las actividades de la vida
diaria observadas en otras patologias como la enfermedad de Alzheimer (Marshall et al., 2012). En
modelos animales, se han propuesto a las conductas innatas (e.g. anidacion y excavacion) como
correlatos de las actividades de la vida diaria en humanos, ya que son conductas cuyo objetivo es
cubrir necesidades primarias (Deacon, 2012; Gaskill et al., 2013; Jirkof, 2014). Los resultados
muestran que tanto la anidacion como la excavacion son pruebas utiles y con diferente sensibilidad
para la deteccién de problemas cognitivos asociados a las manipulaciones experimentales aqui
estudiadas. Mientras que la anidacion solo presento un efecto significativo en el grupo de la mas alta
dosis de MK-801 (Fig. An 1a), la excavaciéon se vio alterada tanto por todos los tratamientos
farmacolégicos como por la deplecion del Cx3cr1 (Fig. An 1b). En ninguna de estas pruebas se
detecta una interaccion sinérgica entre el genotipo y el tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, es
posible que la excavacion presente un efecto de piso en la modalidad aqui implementada y
variaciones en el material utilizado o el peso total podrian proveer mas informacién (Deacon, 2006b).

Las pruebas del campo abierto y el laberinto en Y presentan resultados consistentes con una

exacerbada respuesta al estrés (Fig. An 2), caracterizada por una marcada disminucién de la
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actividad exploratoria tanto horizontal como vertical. En los animales WT, estos efectos son
dependientes de la dosis, mientras que en los KO son afectados por ambos factores: el genotipo y
el tratamiento farmacolégico (Fig. An 3). Cabe resaltar que incluso en condiciones de menor estrés
como un laberinto menos intensamente iluminado y con pasillos angostos, la actividad exploratoria
se ve disminuida de manera importante en el grupo KO con un efecto aditivo en el grupo KO-
0.5mg/kg, (Fig. 3d). Esta importante disminucién de la exploracion podria ser interpretado como
rasgos de ansiedad e hipervigilancia (McAuley et al., 2009).

Sorprendentemente, tanto el tratamiento neonatal con MK-801 como la deplecion del Cx3cr1
tienen efectos profundos sobre la composicién espectral del potencial de campo en todas las
regiones estudiadas del hipocampo. Sin embargo, estos efectos son opuestos entre si y su
interaccion revierte parcialmente los efectos de cada uno (Fig. An 4 y 5). En concreto, el tratamiento
neonatal con MK-801 desplaza el poder de las frecuencias bajas (i.e. delta) en favor de las
frecuencias mas rapidas (i.e. theta y gamma), mientras que la depleciéon del Cx3cr1 incrementa el
poder de las frecuencias lentas a expensas de las rapidas. Esta divergencia en los efectos en el
potencial de campo indica que las manipulaciones experimentales estudiadas modifican la actividad
neuronal a largo plazo a través de mecanismos fundamentalmente distintos. En este mismo sentido,
las modificaciones inducidas por el genotipo KO previenen los cambios provocados por el tratamiento
farmacolégico y, en Ultima instancia, protegen contra el efecto epileptogénico del tratamiento con
MK-801 (Fig. An 6).

Considerando los robustos cambios en la actividad neuronal presentados, es inesperada la
conservacion del filtrado sensorial, (Fig. An 6), lo que es indicativo de que el sistema GABAérgico
conserva su funcion en el circuito local (Miller & Freedman, 1995; Moxon et al., 1999) ante la

presencia de ambas condiciones experimentales.

Conclusiones

La deplecion del Cx3cr1 interactia de manera compleja con la administracion del antagonista
NMDA MK-801 durante el periodo neonatal. De manera aguda, la interrupcion de la sefalizacion a
través de la via de la fractalquina incrementa la toxicidad del MK-801, induciendo mayor apoptosis
neuronal y en ultima instancia una mayor tasa de mortalidad en los animales KO, posiblemente a
consecuencia de un insuficiente aporte trofico por parte de la microglia (Finneran et al., 2019; Ueno
et al., 2013b).
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En la adultez, el genotipo y el tratamiento farmacologico alteran una amplia gama de
conductas incluyendo conductas innatas similares a las actividades de la vida diaria, la respuesta al
estrés, la exploracion espacial, y la memoria contextual. Sin embargo, hay nula o minima interaccion
de estos factores y los resultados indican que las alteraciones son mediadas de manera
independiente por cada uno de los factores, abriendo la posibilidad de mecanismos paralelos de

accion.

Finalmente, ambos factores inducen cambios robustos en la actividad de red del circuito
hipocampal modificando la potencia relativa de distintas bandas de interés. Sin embargo, estos
efectos son antagonistas entre si y el resultado final es una reversién parcial de estas alteraciones
en el grupo con ambos factores, (i.e. KO-0.5mg/kg), sugiriendo nuevamente mecanismos paralelos
de accidn. En el contexto de la susceptibilidad a las crisis convulsivas, los cambios inducidos por la
deplecion del Cx3cr1 previenen el incremento en la severidad de las crisis y la consiguiente mayor

tasa de mortalidad provocados por el tratamiento con MK-801.

Las conductas innatas muestran ser pruebas sencillas y econémicas pero sensibles a los
efectos de ambos factores y se sugiere su adaptacion para el estudio de los sintomas negativos de

la esquizofrenia.
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Anexo 2

Abnormal innate and learned behavior induced by neuron-microglia
miscommunication is related to CA3 reconfiguration
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Abstract

Neuron-microglia communication through the Cx3cr1-Cx3cll axis is essential for
the development and refinement of neural circuits, which determine their function
into adulthood. In the present work we set out to extend the behavioral characteriza-
tion of Cx3crl™'~ mice evaluating innate behaviors and spatial navigation, both
dependent on hippocampal function. Our results show that Cx3cril-deficient mice,
which show some changes in microglial and synaptic terminals morphology and den-
sity, exhibit alterations in activities of daily living and in the rapid encoding of novel
spatial information that, nonetheless, improves with training. A neural substrate for
these cognitive deficiencies was found in the form of synaptic dysfunction in the
CA3 region of the hippocampus, with a marked impact on the mossy fiber
(MF) pathway. A network analysis of the CA3 microcircuit reveals the effect of these
synaptic alterations on the functional connectivity among CA3 neurons with dimin-
ished strength and topological reorganization in Cx3crl-deficient mice. Neonatal
population activity of the CA3 region in Cx3crl-deficient mice shows a marked reor-
ganization around the giant depolarizing potentials, the first form of network-driven
activity of the hippocampus, suggesting that alterations found in adult subjects arise
early on in postnatal development, a critical period of microglia-dependent neural cir-
cuit refinement. Our results show that interruption of the Cx3crl1-Cx3cl1/neuron-
microglia axis leads to changes in CA3 configuration that affect innate and learned

behaviors.
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Abbreviations: AC, associational-commissural; ACSF, artificial cerebrospinal fluid; C,

clustering coefficient; CA1, cornu amonis 1; CA3, cornu amonis 3; Cr, clustering coefficient of
random graph; cx3cr1, Cx3C chemokine receptor 1; Cx3cl1, Cx3C ligand 1; Cx3cr1-KO, Cx3C
chemokine receptor 1 knock-out mouse; DG, dentate gyrus; Dil, 1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate; DMSO, dimethyl sulfoxide; fEPSPs, field excitatory
postsynaptic potentials; fGDPs, field giant depolarizing potentials; Iba-1, ionized calcium-
binding adapter molecule-1; KO, knock-out; L, shortest path length; Lr, shortest path length
of random graph; MAD, median absolute deviation; MEAs, multi-electrode arrays; MF, mossy
fiber; MFT, mossy fiber terminal; MUA, multi-unit activity; NDS, normal donkey serum; P7,
postnatal day 7; P9, postnatal day 9; P10, postnatal day 10; PPR, paired-pulse ratio; PBS,
phosphate buffered saline; PFA, paraformaldehyde; sPSCs, spontaneous postsynaptic
currents; SD, standard deviation; STTC, spike time tiling coefficient; WT, wild-type.

1 | INTRODUCTION

Microglia are the resident phagocytic and immunocompetent cells of
the nervous system that have been mostly associated with pathologi-
cal conditions (Eyo & Wu, 2019). However, normal functional commu-
nication between neurons and microglia is involved in a plethora of

physiological processes during development and adulthood (Bessis
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et al., 2007; Kettenmann et al., 2013; Szepesi et al., 2018), including
the regulation of neural network excitability (Camacho-Hernandez
et al., 2019; Lorea-Hernandez et al., 2016). Microglia maintain close
bidirectional interaction with neighboring neurons through a myriad
of mediators including chemokines, neurotrophic factors, neurotrans-
mitters and neuromodulators (Kettenmann et al., 2011; Pocock &
Kettenmann, 2007; Szepesi et al., 2018). Neuron-microglia communi-
cation can be studied by eliminating either the mediator or its recep-
tor; indeed some studies have interfered with neuron-microglia
communication through the elimination of the CX3C chemokine
receptor 1 (Cx3crl; Arnoux & Audinat, 2015; Jung et al., 2000;
Paolicelli et al., 2014; Sheridan & Murphy, 2013).

The coupling between Cx3cr1 and its ligand Cx3C ligand 1 (Cx3cl1)
is a specific neuron-microglia communication axis (Arnoux &
Audinat, 2015; Nishiyori et al, 1998), with Cx3cr1 being the only
known receptor for the chemokine Cx3cl1 (fractalkine). Cx3c1r is con-
stitutively, and almost exclusively, expressed by microglia in the healthy
brain (Arnoux & Audinat, 2015; Nishiyori et al., 1998) whereas neurons
are the main source of fractalkine in the brain (Arnoux & Audinat, 2015;
Nishiyori et al., 1998). Thus, the elimination of Cx3cr1 impedes the nor-
mal interaction of neurons with microglia leading to alterations in the
developing brain including: late microglia migration to cortical targets
(Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011), abnormal regulation of neu-
ronal apoptosis and survival (Arnoux et al., 2014; Ueno et al., 2013),
deficient synaptic pruning (Paolicelli et al., 2011) and dysfunctional syn-
aptic maturation (Hoshiko et al., 2012; Zhan et al., 2014). Although
most of these alterations are transient (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli
et al, 2011; Zhan et al., 2014), some synaptic dysfunctions prevail in
the CA1 hippocampal region along with the disruption of brain connec-
tivity at the mesoscopic level during adulthood (Zhan et al., 2014). Fur-
thermore, disruption of the Cx3cr1-fractalkine axis affects neurogenesis
in the adult dentate gyrus (DG) (Bachstetter et al., 2011; Rogers
et al,, 2011) and the functional integration of these newborn cells into
the hippocampal circuitry (Bolds et al., 2018), which would in turn
impact CA3 function in adulthood.

The prevailing developmental and adult alterations in Cx3cri-
deficient mice are associated with poor acquisition of motor tasks and
impaired contextual memory (Rogers et al, 2011), reduced social
interaction and increased repetitive behavior in juvenile subjects
(Zhan et al., 2014), as well as increased anxiety and depressive-like
behaviors (Bolds et al., 2018). Based on this behavioral phenotype,
Cx3CR1-deficient mice have been proposed as a model of autism spec-
trum disorder and related neuropsychiatric disorders (Zhan et al., 2014),
and have become a potential model to understand the physiological
and behavioral consequences of neuron-microglia miscommunication.
Thus, in the present report we extended the behavioral phenotyping of
Cx3cri1-deficient mice, including tasks to assess the impact of neuron-
microglia miscommunication on innate behaviors and the encoding of
novel spatial information, both dependent on hippocampal function
(Deacon, 2012; 2006; Lee & Kesner, 2004; Moser et al., 1995) and,
more specifically, on the CA3 region (Hunsaker et al., 2008; Jerman
et al., 2006; Lee & Kesner, 2004), which undergoes constant rewiring

and experience-dependent plasticity (Bachstetter et al., 2011; Bolds

et al, 2018; Rogers et al., 2011). We complemented this behavioral
characterization with the evaluation of the synaptic drive of the CA3
microcircuit, along with a morphologic characterization of pre and post-
synaptic structures, and CA3 functional connectivity and network
topology during adulthood. We also provide evidence of very early hip-
pocampal network activity alterations in this model, which might pre-
cede the functional and behavioral changes found later in life. In
addition, we described aged-dependent changes in microglial density
and morphology. Our results support the proposal that Cx3cr1-deficient
mice are a model of moderate congenital cognitive impairment based
on long-term neuron-microglia miscommunication, which is relevant to
neuropsychiatric research, and they broaden our understanding of the
physiological importance of the interaction between neurons and

microglia in brain function.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Animals

All experimental procedures were revised and approved by the Local
Research Ethics Committee (INB-UNAM). Homozygous Cx3cr1¢e/cre
mice (Cx3cr1-KO) (Yona et al., 2013), in which the Cx3crl coding
sequence was interrupted by the coding sequence for Cre-
recombinase (Yona et al., 2013), were acquired from Jackson Labora-
tory and backcrossed with C57BL/6 mice (WT). Routine genotyping
was performed to ascertain the genotype of mice used. For all behav-
joral testing, electrophysiological recordings, and histological experi-
ments, KO and WT male and female mice, between 10 and 12 weeks
of age, were used. Alternatively, field recordings of giant depolarizing
potentials (fGDPs) and simultaneous multiunit activity (MUA) were
performed in slices obtained from P7-P9 mice of both sexes (Ben-Ari
et al., 2007; Pefa & Alavez-Pérez, 2006). Microglia morphology and

density were assessed in both age groups.

2.2 | Histology, immunofluorescence, and tracing

2.2.1 | Timm stain

To assess the distribution of the mossy fiber (MF) afferents, Timm
staining was carried out following previously published protocols
(Ramirez-Amaya et al., 2001; Sunnen et al., 2011). Briefly, mice were
anesthetized with pentobarbital (70 mg/kg), transcardially perfused
with cold phosphate buffered saline (PBS) and subsequently perfused
with a 1% sodium sulfide solution (1% sodium sulfide, 1% sodium
phosphate w/v in de-ionized water) until the liver underwent a gray
discoloration. Following decapitation, the brain was dissected and
incubated in the sulfide solution for 1 h, fixed overnight in 10% neu-
tral buffered formalin, and post-fixed with a solution containing 15%
glutaraldehyde v/v and 30% glucose v/v for 1.5 h. The brains were
then incubated in a 30% sucrose solution until sinking to the bottom
of the flasks. Cryosections (30 um thick) (CM350S, Leica) containing
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the dorsal hippocampal formation were obtained at five stereotaxic
levels from Bregma: —1.3, —1.5, —1.7, —1.9, —2.1 mm, and mounted
on gelatin-covered slides. Sections were rehydrated and stained with
the Timm solution (120 ml of 50% gum arabic, 60 ml of hydroquinone,
20 ml of 2 M citrate buffer, and 1 ml of 20% silver nitrate) in a tin foil-
covered container for approximately 1 h at room temperature
(Ramirez-Amaya et al., 2001; Sunnen et al., 2011). Slides were rinsed
with distilled water, dehydrated in increasing concentrations of etha-
nol finalizing in xylene, and sealed with DPX medium. All chemical

reagents were acquired from Sigma-Aldrich.

2.2.2 | Iba-1 immunofluorescence
Neonatal (postnatal day 10, P10) and adult WT and KO mice were anes-
thetized with sevoflurane (2%) and pentobarbital (70 mg/kg), respectively,
transcardially perfused with cold (PBS), followed by 4% paraformaldehyde
(PFA; in PBS). Then, brains were dissected and fixed in 4% PFA overnight
to later be incubated in 30% sucrose, in PBS, until they sank, for
cryoprotection. Brains were embedded in optimum cutting temperature
compound (Tissue-Tek O.C.T., Sakura Finetek) and frozen. Coronal
cryosections, 30 pm thick, containing the hippocampal formation were
obtained with a cryostat (CM350S, Leica). Free floating slices were rinsed
three times for 10 min with PBS, incubated in blocking solution (3% nor-
mal donkey serum (NDS), 0.3% Triton X-100, v/v in PBS), followed by
incubation with the primary antibody (anti-lonized calcium binding adap-
tor molecule 1 (lba-1) rabbit polyclonal antibody at 1:2000 dilution,
FUJIFILM Wako Chemical) in 1% NDS, 0.1% Triton X-100 v/v in PBS
overnight at 4°C. Then, sections were washed three times, for 15 min,
with PBS and incubated with the secondary antibody (anti-rabbit Alexa
568, 1:500 dilution, Molecular Probes) in 1% NDS, 0.1% Triton X-100 v/v
in PBS for 2 h. at room temperature. Sections were rinsed again three
times with PBS and mounted in gelatin covered microscope slides and
sealed with Fluormount-G mounting medium (Invitrogen).
Epifluorescence microscopy images were obtained with an
Axiolmager microscope with the Apotome system (Zeiss) with 10x
objective for widefield images and 63x objective for detailed mor-
phology images. At least three mice per group, with three sections per
individual and three high magnification z-stacks (63x magnification,
1388 x 1040 pixel resolution, 1 pm z-spacing) per section, were used
for evaluating microglia density and for single cell morphological anal-
ysis (Morrison et al., 2017; Young & Morrison, 2018).

2.2.3 | Diltracing

1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate
(Dil) (Invitrogen) was dissolved at a 1% concentration (w/v) in DMSO
(dimethyl sulfoxide) (Sigma-Aldrich) and deposited on transversal
(150 um thick) hippocampal-entorhinal cortex slices that were
prepared as described for patch-clamp and MEAs recordings
(Bischofberger et al., 2006). After recovering, slices were fixed in 1.5%

PFA (Sigma-Aldrich), dissolved in PBS (w/v), at room temperature for

1 h (Cheng et al., 2014). Following fixation, a single slice was transferred
to a microscope slide and enclosed within a circular area, delimited by
hydrophobic crayon, to contain a small volume of PBS and prevent the
tissue from drying. Under a microscope guide, Dil crystals were col-
lected with the tip of a patch-clamp pipette and, with the use of a
micromanipulator (MP-225, Sutter Instrument) multiple Dil insertions
were made into the tissue targeting either granule cells in the DG or
CA3 pyramidal cells (Figure 1c,h). For granule cell tracing, three to four
insertions of Dil crystals were carried out in the outer third of the
molecular layer of the DG, whereas CA3 pyramidal neurons were sta-
ined by inserting Dil crystals in the lacunosum-moleculare layer of the
hippocampal CAS3 region. After Dil insertion, slices were transferred to
cell culture well plates containing 4% PFA, in PBS, and incubated in the
dark at 30°C for 48 h. Confocal microscopy was carried out within 48 h
after the incubation period ended. Slices were mounted on microscopy
slides with PBS or Fluoromount-G (Invitrogen) as mounting mediums.
Confocal fluorescence images were obtained with an inverted micro-
scope (Axiovert 200 LSM 510, Zeiss, excitation wavelength: 516 nm,
emission filters: 575-615 nm) with a 63x objective for axonal projec-
tions and neurons, and an additional 3x digital zoom for MF buttons
and dendritic spines, with 512 x 512 or 1024 x 1024 pixel resolution
and 0.5 pm spacing in the Z plane. Panoramic mosaics were obtained

with a 20x objective.

2.3 | Behavioral tests

231 | Burrowing

Assessment of burrowing activity was performed following previously
published protocols (Deacon, 2006; Deacon, 2012; Salgado-Puga
et al., 2015). Briefly, burrows were built from 20 cm long and 7.6 cm wide
segments of plastic cylinders with one end closed with plastic plug, leav-
ing the other end open and elevated ~3 cm from the surface. The bur-
rows were filled with 400 g of river gravel with sizes ranging from 0.5-
2 cm in diameter. Before the actual burrowing tests, a filled burrow was
placed in the home cage overnight for habituation to the apparatus. Then,
a preliminary burrowing assay was performed 48 h after habituation, in
order to reduce the variability in the final assay, used for quantification,
which was performed 48 h afterwards (Deacon, 2012). For testing, mice
were individually housed overnight in standard cages with clean bedding,
food and water ad libitum, and a new filled burrow. Remaining gravel in
the burrow was weighted the next morning. This weight was subtracted
from the total material initially placed in the cylinder to account for the

amount of gravel burrowed.

23.2 | Open field

Completely naive mice (Ennaceur, 2014) were evaluated in the open
field test (Salgado-Puga et al., 2015). To do so, mice were placed indi-
vidually in a 60 x 60 x 30 cm white acrylic box, uniformly illuminated

with bright fluorescent light (100 lux), and their free exploration was
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FIGURE 1 Abnormal microglia density during early development and hyperramification in adulthood in the Cx3cr1 depleted mice. (a,b)

Photomicrographies of anti-lba-1 immunofluorescence (orange) and DAPI stain (blue) in neonatal hippocampal sections of wild-type (WT; left)
and knock-out (KO; right) mice at 10x magnification, inserts are 63x magnification photomicrographies. (c,d) Photomicrographies of similar
immunofluorescence experiments in adult hippocampal sections; WT (left) and KO (right). (e,f) Microglia reconstructions from adult hippocampal
sections; WT (top), KO (bottom). Note the excessive ramification of the KO microglia. (g) Comparison of microglia densities per genotype and age
groups. KO mice show a reduced microglia density in the neonatal stage (Mann-Whitney test; U = 670, p < .001, WT = 27, KO = 27 fields,

(8 animals/27 fields) which normalizes in adulthood. (h) Comparison of the number of branches. While no difference was found in the neonatal
stage, KO adult microglia show an increased number of branches compared to adult WT microglia (Mann-Whitney test; U = 178, p < .001,

WT = 30, KO = 31 cells). (i) Comparison of the number of end-points. In accordance with a greater number of branches, KO adult microglia show
an increased number of end-points (Mann-Whitney test; U = 145, p < .001). (j) Comparison of the number of the average branch length (Avg.
Branch Lgth.). KO adult microglia show a diminished average branch length (T-test; tsg = 3.18, p = .002) in accordance with an increased
branching of their processes. (k) Comparison of the number of the total branch length (Total Branch Lgth., sum of all branches). KO adult microglia
show an increased total branch length (T-test; tsg = —3.8, p < .001) due to their increased number of branches. None of the morphological
changes observed in the adult microglia is observed in the neonatal microglia.

video recorded. Total distance, mean speed, immobility time, crosses
between periphery and center of the arena, and time spent in the cen-
ter were quantified using SMART v.3 software (Panlab, Harvard
Apparatus).

2.3.3 | Elevated plus maze

Individual mice were placed in a standard elevated plus maze, con-

sisting of four 40 cm x 10 cm arms, elevated 45 cm from the floor

and uniformly illuminated with bright fluorescent lights (100 lux). Free
exploration of the maze was video recorded. Total distance traveled,
crosses through the center, and time spent in the arms were quanti-
fied using SMART v.3 software (Panlab, Harvard Apparatus).

2.34 | Social interaction

The three-chamber test for social interaction was used to asses socia-
bility (Moy et al., 2004; Yang et al., 2011). The apparatus consists of
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an acrylic rectangular box divided into three identical compart-
ments connected by entrances. The apparatus was illuminated uni-
formly with dim warm light (5-15 lux). The floor of the apparatus
was cleaned and covered with new sawdust before every test. The
sample subject was habituated to the apparatus 1-2 days before
the beginning of tests. Invariably, 1 day before testing, each test
subject was placed in the apparatus and allowed to explore and
habituate to it freely for 30 min. For sociability testing an inani-
mate object was placed in one of the lateral chambers inside a
transparent acrylic box with perforations on the walls, to allow
visual and olfactory exploration. Simultaneously, in the contralat-
eral chamber, a juvenile (4 weeks old) conspecific (sample subject),
matching the sex of the tested subject, was placed inside a perfo-
rated acrylic box. The test subject was placed in the central cham-
ber and allowed to explore all compartments freely. The time
exploring each of the lateral chambers was manually quantified.
The total time spent in both lateral chambers was considered the
total exploration time. Social choice was determined as the time
spent exploring the conspecific against time exploring the inani-
mate novel object. A sociability index was calculated as the ratio of
the subtraction of the time spent exploring the inorganic object
from the time spent exploring the conspecific and the total explo-
ration time (Chiang et al., 2018).

2.3.5 | Modified Hebb-Williams maze

The Hebb-Williams maze (Hebb & Williams, 1946; Rabinovitch &
Rosvold, 1951) consisted of an acrylic plastic central arena
(60 cm x 60 cm x 10 cm) with annexed start and goal boxes
(20 cm x 20 cm x 10 cm) attached to diagonally opposed corners
(Figure 7e, inset). The maze was surrounded by dark curtains and illu-
minated uniformly with dim incandescent light (30 lux). The modified
protocol developed by the Kesner group was used in this study (Lee &
Kesner, 2004; Rogers & Kesner, 2003). Briefly, each subject was
habituated for 30 min to the empty apparatus. Afterwards, each
mouse performed 10 training trials a day for three consecutive days in
a linear alley configuration of the maze, only connecting the start and
goal boxes with extramaze cues placed on the curtains. A small piece
of unsweetened maize flake was placed in the goal box as a reward.
Next, mice performed 10 testing trials a day for three consecutive
days with Problem No. 4 of the standardized configurations (Lee &
Kesner, 2004; Rabinovitch & Rosvold, 1951; Rogers & Kesner, 2003;
Figure 7e, inset). All testing trials were video recorded and manually
analyzed for errors and latency to reach the goal. Errors were defined
as the intromission of at least both forepaws into dead-end alleys of
the maze or backtracking to previously visited zones (Rabinovitch &
Rosvold, 1951; Rogers & Kesner, 2003; Figure 7e, inset). Errors and
latency for each day of testing were grouped into two blocks per day
for analysis (Lee & Kesner, 2004; Rogers & Kesner, 2003). All animals
were kept in a 22 h food deprivation schedule the week before and
during testing. After each training and testing session, animals were
fed for 2 h.

2.4 | Electrophysiological recordings

241 | Slice preparation

For patch-clamp and multielectrode array (MEA) recordings, acute
transversal hippocampal slices were obtained from mice at 10-
12 weeks of age, following previously published protocols
(Bischofberger et al., 2006). Briefly, mice were anesthetized with pen-
tobarbital (70 mg/kg) and transcardially perfused with cold sucrose-
based neuroprotective solution containing (in mM): (75 sucrose,
25 glucose, 25 NaHCO3, 2.5 KCI, 78 NaCl, 1.25 NaH,PQy4, 0.5 CaCl,,
7 MgCl,) (Bischofberger et al., 2006). Subsequently, mice were decap-
itated; their brain was dissected and submerged in ice-cold neuro-
protective solution continuously bubbled with carbogen (95% O,, 5%
CO,) for 1-2 min. On a flat surface, the cerebellum was dissected and
the hemispheres separated with an incision through the midline. Each
hemisphere was placed with the midline plane facing down, and the
‘magic cut’ was performed with a scalpel through the cortex
(Bischofberger et al., 2006). Each hemisphere was then glued onto a
vibratome plate with cyanoacrylate, with the new plane facing the
surface. Hippocampal-entorhinal cortex slices, 380-400 pm thick,
were obtained using a vibratome (HM-650-V, Thermo Fisher, or
VT1000S, Leica), while tissue was submerged in ice-cold neuro-
protective solution bubbled with carbogen. Only slices containing the
whole hippocampal formation were kept and transferred to a recovery
chamber containing neuroprotective solution at 34°C for 30 min and
then allowed to reach room temperature. For f{GDP recordings, coro-
nal hippocampal slices (400-500 um thick) were obtained from P7-P9
mice in a similar fashion (Ben-Ari et al., 1989; Leinekugel et al., 1998).

2.4.2 | Patch-clamp recordings

After recovery, a transversal slice was transferred to a submerged
chamber with circulating artificial cerebrospinal fluid (ACSF) con-
taining (in mM): (10 glucose, 125 NaCl, 2.5 KCI, 25 NaHCO3;, 1.25
NaHPOQ,, 2 CaCl,, 2 MgCl,), kept at 33°C and continuously bubbled
with carbogen. All salts and reagents were acquired from Sigma-
Aldrich. Whole cell patch-clamp recordings from CA3 pyramidal cells
were performed with borosilicate pipettes filled with intracellular solu-
tion containing (in mM): 120 potassium gluconate, 10 KCl, 10 HEPES,
1 MgCl,, 0.05 EGTA, 0.3 GTP, 2 ATP (Debanne et al., 1996). Record-
ing pipettes had a series resistance of 3-5 MQ when submerged in
the bath solution that was compensated before attempting to form
the seal. Signals were amplified, low-passed at 10 kHz (Axopatch
200b, Molecular Devices) and digitalized at 30 kHz (Digidata 1550,
Molecular Devices) with pClamp v.10 (Molecular Devices). Before
switching to voltage clamp mode, the pyramidal electrophysiological
phenotype of the recorded neuron and the characterization of its pas-
sive properties were assessed by performing standard current/voltage
(1/V) and current/frequency curves (I/F) with increasing current steps
(25 pA) from —250 pA until obtaining a stable firing frequency
(Figure S1; Pefna-Ortega et al., 2010). Typical CA3 pyramidal neuron
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characteristics were assessed including a small sag (<1 mV) and low
firing frequency of 3-5 spikes/second (Hemond et al., 2008; Zucca
et al,, 2017) (Figure S1). Spontaneous postsynaptic currents (sPSCs)
were recorded in voltage-clamp mode for at least 5 min with a holding
potential of —70 mV.

243 | MEA recordings

After recovery, a transversal slice was placed on a perforated
60-electrode MEA (6 x 10 grid) (60pMEA100/30iR-Ti, Multichannel
Systems) perfused from above and below the chamber with circulat-
ing ACSF, kept at 34°C and bubbled with carbogen. The electrodes
covered most of the CA3 region. Negative pressure was applied, tran-
siently, to the bottom perfusion system to secure the slice's attach-
ment to the electrodes (Judrez-Vidales et al., 2021; Nieto-Posadas
et al., 2014). Electrophysiological signals were left to stabilize for
30 min. The raw extracellular signal was recorded at 25 kHz using the
MEA2100 system and MC-Rack software (Multichannel Systems). In
separate recordings, input/output curves of field excitatory postsyn-
aptic potentials (fFEPSPs) were performed in order to assess the two
main CA3 synaptic inputs: the MF and associational/commissural
(AC) inputs. In both cases fEPSPs were recorded in the CA3 region
and evoked with 200 ps-long square symmetrical biphasic current
pulses (of increasing amplitude between 0 and 75 pA, four times each)
delivered with a single electrode of the MEA at 0.06 Hz. For MF-
fEPSPs the chosen stimulating electrode was located in the granule
layer of the suprapyramidal blade of the DG, while for AC-fEPSPs the
chosen stimulating electrode was located in the CA3 stratum radiatum
or stratum oriens. In some experiments, the MF origin of fEPSP was
verified by revealing its sensibility to the activation of the group Il
metabotropic glutamate receptors with DCG-IV (2 uM, Tocris;
Figure S2). For all experiments, the electrode with higher amplitude
fEPSP and consistent latency (~2 ms), within a distance of 300-

400 pm from the stimulus electrode, was selected for analysis.

244 | fGDP recordings

Extracellular MUA and fGDPs were recorded from the neonatal coro-
nal hippocampal slices placed in a submerged chamber perfused with
ACSF, kept at 34°C and bubbled with carbogen. Spontaneous fGDPs
were identified by placing a borosilicate pipette filled with ACSF
(~500 kQ) over the CA3 stratum pyramidale. Electrophysiological sig-
nals were filtered (0.3 Hz-3 kHz), amplified using a wide-band ampli-
fier (Grass Instruments) and digitalized at 10 kHz with Axotape
software (Axon). After 30 min of stabilization, population activity was
recorded for 30-60 min under basal conditions. Then, (+)-bicuculline
(5 uM) (Sigma-Aldrich) was added to the bath to verify the GABAergic
origin of fGDPs (Ben-Ari et al., 1989; Leinekugel et al., 1998). Finally,
lidocaine was added to the bath to verify the neuronal origin of the
recorded signal (Nieto-Posadas et al., 2014; Pefa & Alavez-
Pérez, 2006).

2.5 | Analysis and statistics

2.5.1 | Image processing and analysis

Timm-stained sections were color microphotographed with a digital cam-
era (DMC5400, Leica) coupled to a bright field microscope (Leica). Images
were loaded into MATLAB (MathWorks) and analyzed with custom-made
code following published procedures (Ramirez-Amaya et al., 2001). Briefly,
24-bit color images were converted to 8-bit grayscale, and pixel values
were normalized with the average intensity of the CA3 stratum radiatum
in each image. MF area was determined as the area of pixels with an inten-
sity lower than 120 (in the 8-bit grayscale) and converted to pm?.

2.5.2 | Neuronal reconstruction

High magnification images of large MF buttons and CA3 neuronal den-
dritic spines were used for reconstruction and quantification with FlJI
(Schindelin et al., 2012), and associated plug-ins such as Bio-Formats
(Linkert et al., 2010) and SNT (Arshadi et al., 2021). For CA3 thorny
excrescences, their spine heads were counted over the entire dendritic
surface of the thorny excrescences, wherever they were found. Spine
density was quantified as the count of spine heads divided by the longi-
tude of the dendritic shaft (expressed as number of spines per 20 pm of
dendrite). Secondary or tertiary dendritic segments, 20 pm long, were
randomly selected for spine counting.

MF axons were reconstructed along with their large buttons semi-
manually with use of the SNT suite with the purpose of isolating single
axons and quantifying button density, number of filopodia and volume.
Filopodia were counted manually. Volume estimation was carried out by
isolating single large button reconstructions as binary masks, interpolating
the region of interest along the full length of the z-stack, obtaining the
area covered by the button in each optical slice, adding up all individual

areas and multiplying for the z-spacing resolution (0.5 pm).

2.5.3 | Microglial characterization

Microglia density, reconstruction and morphological analysis were car-
ried out with FlJI and associated plug-ins, namely, SNT, Cell Counter,
Bio-Formats and AnalyzeSkeleton (Arganda-Carreras et al., 2010).
Microglia cell density was calculated by manually counting all com-
plete microglial cells in the 63x magnification fields. Microglia recon-
structions were performed semi-manually with the use of the SNT
suite. Microglia reconstructions were skeletonized for further analysis,
including number of branches, mean branch length and total length of

processes (sum of branches) (Young & Morrison, 2018).

2.54 | Electrophysiological recordings

All patch-clamp recordings were analyzed using Clampfit v.10

(Molecular Devices). sPSCs were identified with the manually
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supervised template matching function. Two templates were built: one
for smaller events (<50 pA) and one for larger ones (>50 pA) with at least
10 representative traces for each class. For fEPSP experiments, the chan-
nel of interest was exported and analyzed in Clampfit. fGDP recordings
were loaded into MATLAB and analyzed with a custom-made code.
Briefly, wide-band (0.3-3000 Hz) signals were decomposed via discrete
wavelet transform (Quian Quiroga et al., 2001) and reconstructed to
obtain a low-frequency component containing the field potential oscilla-
tions produced by fGDPs and a high-frequency component containing
MUA (Figure S3). Frequency of spikes was determined for MUA during
the whole recording, in periods between fGDPs (inter-fGDP MUA) and
during fGDPs (intra-fGDP MUA). Spike detection was performed by
thresholding the high-frequency component of the signal with five
median absolute deviations (MAD; Martinez & Quian Quiroga, 2013),
with a minimal interval of 2 ms and a minimal width of 1 ms. f{GDPs were
detected with a threshold of 10 MADs, maximal half-width of 400 ms,
and minimal interval of 1 s in the low-frequency component signal. Fur-
thermore, detected fGDPs were validated by their coincidence with burst
activity in the MUA. fGDP amplitude, frequency and half-width were
determined. MUA burst detection was carried out by Gaussian smoothing
function with a 50 ms sliding window over the vector of spike
timestamps to identify periods of increased MUA frequency. A burst was
defined as a peak in the smoothed MUA signal higher than 10 MAD with
a minimal interval of 400 ms. Coincidence between a given fGDP and a
MUA burst was determined as a difference in the time of each peak of
less than 100 ms. Population firing rate was calculated over the whole
recording with a boxcar sliding window of 200 ms, and the normalized
correlation with the low-frequency signal containing fGDPs was calcu-

lated (data not shown).

2.5.5 | Functional connectivity

MEA raw recordings were band-pass filtered at 300-7000 Hz using
MC_Rack software (Multichannel Systems). Channels containing clear
neural spikes were exported to the Offline Sorter software (Plexon),
and spikes were identified by thresholding (2.6 standard deviations
[SD] of the whole signal). Spike sorting was carried out by performing
principal component analysis over the identified spike waveforms
followed by clustering using a supervised expectation-maximization
algorithm (Juarez-Vidales et al., 2021; Nieto-Posadas et al., 2014). This
approach showed no significant differences in the number of units iso-
lated from KO and WT recordings, or in their firing rate, while a linear
relationship in the number of units isolated as a function of the number
of active channels was observed in both cases (Figure S4).

Functional connectivity of the hippocampal CA3 microcircuit was
determined estimating the Spike Time Tiling Coefficient (STTC; Figure
5a; Cutts & Eglen, 2014) for each pair of single unit spike trains. STTC
is a robust method of pairwise spike train correlation, it is insensible to
firing rate, does not assume any underlying distribution in the spike
times, and requires minimal user-defined parameters, namely the coinci-
dence window (10 ms for this work; Cutts & Eglen, 2014). Our Python
implementation of the original algorithm was validated by an indepen-
dent group and made available as part of the Electrophysiology Analysis

Toolkit (Elephant; Rostami et al., 2017; Stella et al., 2019; Yegenoglu
et al., 2018). STTCs were further validated by assessing their perfor-
mance on surrogates of the original spike trains. Surrogates were
obtained by performing random permutations with the spike train dith-
ering method over the original spike trains, thus destroying the tempo-
ral correlation of spike times while preserving the structure and spike
content of the original trains (Griin et al., 2010). This approach retrieved
almost null STTCs for the surrogate data (Figure S5).

Undirected weighted graphs were constructed with the significant
positive STTCs to further characterize the functional connectivity of
the CA3 microcircuit (Bullmore & Sporns, 2009; Fornito et al., 2016;
Nieto-Posadas et al., 2014). Since the surrogate STTC distribution is so
close to zero, even a high threshold of 5 SD applied to the original
STTCs returned networks of very high density (~90%; Figure S4).
Therefore, an alternative method was used. A threshold of three MADs
of the original positive STTCs returned networks with a density similar
to those previously reported (~15%; Figure S5; Bullmore &
Sporns, 2009; Feldt et al, 2011; Guzman et al, 2016; lkegaya
et al., 2013). The topological characteristics of these graphs was further
analyzed with custom-made code in Python and extensive use of the
NetworkX library (Hagberg et al., 2008). The typical scale of the net-
works was characterized by fitting three models (exponential, power
law and exponentially truncated power law) to their node degree distri-
butions. Small-worldness was determined with the Sigma coefficient:
(C/Cr)/(L/Lr), where C and L are the clustering coefficient and shortest
path length of a given graph and Cr and Lr are the average clustering
coefficient and shortest path length, respectively, of 100 equivalent
random graphs. A sigma coefficient >1 suggests a small-world topology
(Humphries et al., 2006; Humphries & Gurney, 2008).

2.5.6 | Statistics

For all comparisons between two groups, Student's t-test was performed
after assessment of normality in distribution (Shapiro-Wilk test); the
Mann-Whitney U test was used otherwise. Data from the modified
Hebb-Williams maze was analyzed with a mixed model ANOVA, with
block as the within factor and genotype as the between factor, followed
by a multiple t-test comparison with Holm correction as a post hoc test.
For analysis of proportions, Fisher's exact test was used. Any other analy-
sis will be described when appropriate. For all figures and data signifi-
cance is denoted as follows: *p < .05, **p < .01, ***p < .001. Boxplots in
figures denote first quartile, median and third quartile. Whiskers indicate
minimum and maximum data points within 1.5 interquartile range.

Data is available upon request.

3 | RESULTS

3.1 | Changes in microglial and synaptic elements
in the Cx3crl-deficient mice

The absence of the Cx3crl receptor leads to a variety of changes in
microglial density and morphology (Castro-Sanchez et al., 2019;
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Hoshiko et al., 2012; Pagani et al., 2015; Xin et al., 2022), which were
evaluated here, before the physiological and behavioral assessments,
both in neonatal and adult hippocampus. By identifying microglia with
anti-Iba-1 immunofluorescence and performing single-cell reconstruc-
tion (Figure 1), focusing on CA3 area, we found that KO mice show a
transitory reduction in hippocampal microglia density, compared to
WT, in the neonatal stage (P10; Mann-Whitney test; U = 670,
p <.001, WT = 27 fields/3 animals, KO = 27 fields/three animals;
Figure 1a,b,g), which was no longer observed in adulthood (Figure 1c,
d,g) and was not accompanied by any change in microglial morphology
(Figure 1h-k) in the neonatal period. In contrast, adult microglia in the
KO exhibit a hyperramified phenotype, which is characterized by
microglia with higher number of branches (Mann-Whitney test;
U =178, p <.001, WT = 30, KO = 31; Figure 1h) and, accordingly, an
increased number of end-points (Mann-Whitney test; U = 145,
p < .001; Figure 1i). Despite having a shorter averaged branch length
(T-test; tsg = 3.18, p = .002; Figure 1j), the increased ramification of
KO microglia is reflected as an enlarged total branch length (sum of all
branches) (T-test; tsg = —3.8, p <.001; Figure 1k). As mentioned, all
these morphological differences were not observed in neonatal
microglia (Figure 1h-k).

To characterize the impact of Cx3cr1 deficiency on CA3 synaptic
connectivity, we first evaluated the total extension and distribution of
the MF afferent to CA3 with Timm staining (Ramirez-Amaya
et al., 2001) and found that the general characteristics of MF distribu-
tion, in both groups, from its origin in the DG to its targets in the CA3
stratum lucidum, follow a normal pattern with a main suprapyramidal
bundle and short infrapyramidal branches that integrate into the sup-
rapyramidal bundle early on upon reaching the CA3 region (Amaral &
Lavenex, 2006; Figure 2a). However, the total area covered by the
MF is greater in the KO subjects (T-test; tsg = —4.09, p <.001;
WT = 60; KO = 60 sections; Figure 2b).

To further explore the anatomical connectivity between the DG
and CA3 with more detail we used 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine (Dil), deposited on hippocampal slices,
to label MF afferents to CA3 and the dendritic specialization that
received them (Zavala-Tecuapetla et al., 2014) (Figure 2c,h). When Dil
was deposited in CA3 stratum lacunosum-moleculare (see methods) it
labeled pyramidal neurons (Figure 2c) allowing us to evaluate their
specialized postsynaptic structures which were identical in both
groups (Figure 2d,f). Quantification of spines in the thorny excres-
cences (Figure 2e) and in secondary dendrites (Figure 2g) did not
show any significant difference between KO and WT groups (Mann-
Whitney test; U = 68, p = .147).

When Dil was deposited in the DG molecular layer (Figure 2h) it
labeled the mossy fibers and their boutons in CA3 (Figure 2h,i), all-
owing us to evaluate these presynaptic structures and revealing some
differences between groups (Figure 2i-m). We were able to isolate
and reconstruct 98 WT axons of which 49 presented a mossy fiber
button (50%), while from the 60 KO axons 37 (61%) presented at least
one mossy fiber button and sometimes more. Quantification of
filipodia (Figure 2j) did not show any significant difference between
KO and WT groups (Mann-Whitney test; U = 989, p = .11). In

contrast, quantification of large mossy fiber terminals showed several
differences between groups (Figure 2i-m). For instance, we occasionally
found (three cases) some satellite mossy fiber terminals emanating from
other large mossy fiber buttons only in KO samples (Figure 2i), which
was never seen in WT samples. We also found that the mossy fiber ter-
minals exhibit a significantly smaller volume in the KO mice (Mann-
Whitney test; U = 1056.5, p = .036, Figure 2k-m), which is mainly due
to the presence of a sub-population of smaller mossy fiber terminals
that constitutes the lower half of the mossy fiber terminal volume dis-
tribution in KO mice (Figure 2I,m). Evaluation of the lower half (below
the median) of the mossy fiber terminals distribution of KO and WT
mice showed a drastic difference (Mann-Whitney test; U = 398,
p < .001; Figure 2m).

3.2 | CAS3 reconfiguration in early in postnatal
development

Considering that microglial changes are already observed early in life
of Cx3cri-deficient mice, we addressed whether physiological alter-
ations could be found at early stages of postnatal development in
CAZ3. Since fGDPs are considered the first network-driven activity of
the hippocampal formation (Ben-Ari, 2001, p.; Ben-Ari et al., 1989;
Leinekugel et al., 1998) that can modify the efficacy of synapses acti-
vated coincidently and, thus, determine its later properties (Griguoli &
Cherubini, 2017; Kasyanov et al., 2004), we recorded fGDPs and
MUA in the CA3 region of neonatal (P7-P9) hippocampal slices and
analyzed their characteristics and organization. While our results show
no change in the frequency, amplitude or duration of fGDPs
(Figure 3a-€), we found that MUA is markedly diminished in the KO
group (T-test; ti4 = 3.07, p = .008, Figure 3f). Interestingly, this
decrease is restricted to the periods between fGDPs (inter-fGDP
MUA; T-test; t14 = 3.03, p = .01; Figure 3g), in contrast to an increase
in MUA during fGDP (intra-fGDP MUA; Mann-Whitney test; U = 5.0,
p = .01; Figure 3h). Accordingly, the population firing rate of KO mice
shows a higher correlation with the low-frequency signal containing
fGDPs than that of WT mice (T-test; t14 = 1.8, p = .05) (data not
shown). This CA3 reconfiguration in a critical period of circuit integra-
tion may induce long-lasting alterations in CA3 connectivity and ulti-
mately affect hippocampus dependent functions, as will be

shown next.

3.3 | CAS3 synaptic dysfunction in adult
Cx3cri-deficient mice

Since Cx3cr1 depletion alters synaptic transmission in several regions
of the adult brain (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011; Zhan
et al., 2014), we assessed this possibility in the CA3 area following our
morphological and histological characterization of the MF afferent in
the adult hippocampus and network activity in the neonatal stage.
While we did not find differences in the intrinsic characteristics of

CAZ3 pyramidal neurons (Figure S1) and recordings of sPSCs reveal no
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FIGURE 2 Mossy fiber area expansion in the Cx3cr1 deficient mice is accompanied by immature mossy fiber buttons. (a) Representative
microphotographs of Timm stained sections of dorsal hippocampus of wild-type (WT) and knock-out (KO) mice. (b) Mean comparison of area of
distribution of mossy fiber afferents (T-test; tsg = —4.09, p < .001; WT = 6 animals/60 sections; KO = 6 animals/60 sections). (c) Representative
confocal photomicrography of CA3 pyramidal neurons stained with Dil, placed in the distal stratum lacunosum-moleculare. Scale = 20 pm.

(d) Representative confocal photomicrography of proximal dendrites of CA3 neurons showing thorny excrescences of WT (left) and KO (right)
mice. Scale bar = 2 pm. (e) Comparison of spine densities in thorny excrescences show no difference between groups (Mann-Whitney test;
U=68,p=.147, WT = 12, KO = 15 dendritic segments). Spine density is expressed as number of spines/20 pm. (f) Representative confocal
photomicrography of distal dendrites of CA3 neurons showing normal dendritic spines of WT (left) and KO (right) mice. Scale bar represents

2 um. (g) Comparison of spine densities in distal dendrites show no difference between groups (T-test; t,g = 1.48, p = .15; WT = 18, KO = 21
dendritic segments). (h) Representative mosaic of confocal photomicrography showing Dil placement in the molecular layer of the DG in order to
stain MF axons over the CA3b region of the hippocampus, scale bar = 100 pm. (i) Representative confocal photomicrography of normal mossy
fiber buttons of WT (left), KO (center), and an abnormal satellite terminal arborization (right) in KO mice, scale bars = 2 pm. (j) Cumulative
probability distribution and group comparison of the number of filopodia per mossy fiber button show no significant changes between groups
(Mann-Whitney test; U = 989, p = .11, WT = 49, KO = 35 buttons). (k) Cumulative probability and group comparison of mossy fiber buttons
volume show a reduction in the volume of KO buttons (Mann-Whitney test; U = 1056.5, p = .036, WT = 49, KO = 35 buttons), note the
separation of the cumulative probabilities is restricted to the bottom half of the distribution. (l) Histograms and kernel density estimation of
mossy fiber buttons volumes show a bimodal distribution for the KO group suggesting two populations of buttons in this group. (m) Comparison
of the bottom half (values below the median) of both distributions of button volumes show a great difference between groups (Mann-Whitney
test; U = 398, p < .001, WT = 49, KO = 35 buttons). A similar analysis for the upper half of both distributions showed no difference between
groups (data not shown).
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FIGURE 3 Reduced multiunit activity (MUA) and stronger recruitment by field giant depolarizing potentials (fGDPs) in the neonatal
hippocampus of Cx3cr1 mice precedes alterations in adulthood. (a) Representative continuous trace of a field recording in a neonatal hippocampal
slice showing fGDPs (larger peaks) and MUA (smaller peaks). fGDPs are inhibited by bath application of bicuculline (5 pM), as expected, the
remaining MUA is abolished by bath application of lidocaine (1 mM). Example of a fGDP associated with a burst of MUA is also shown (insert).

(b) Representative traces showing modulation of MUA (raster plots) by fGDP (larger peaks in raw traces); wild-type (WT; left) mice show a higher
frequency of spontaneous MUA but weaker coupling of it to fGDP, while knock-out (KO; right) mice show a reduced spontaneous MUA with
stronger recruitment by fGDP. (c-e) fGDPs have similar amplitude (c), half-duration (d) and interval (e) in both groups. (f-h) KO mice have
decreased MUA frequency (f) (T-test; t14 = 3.07, p = .008, WT = 8, KO = 7) that is at expense of spontaneous activity (g) (inter fGDP MUA, T-
test; t14 = 3.03, p = .01) while showing higher recruitment by fGDPs (h) (intra fGDP MUA; Mann-Whitney test; U = 5.0, p = .01).

change in rise time (T-test; t43 = —1.75, p = .10, WT = 9 cells/5858
sPSCs; KO = 11 cells/5457 sPSCs, Figure 4d), decay constant (T-
test; t43 = —1.58, p = .13, Figure 4d) or the frequency of sPSCs (T-
test; t14.74 = 0.75, p = .46; Figure 4c), we found a reduction in their
amplitudes (Mann-Whitney test; U = 81, p = .009) (Figure 4c),
which is consistent with findings in other regions of the brain of
Cx3crl-deficient mice (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011;
Zhan et al., 2014). Furthermore, fEPSP input/output curves show a

differential impact on the MF and AC inputs to CA3 (Figure 4e). We
found a reduced maximal amplitude of MF responses in the KO mice
(Mixed model ANOVA; genotype x current: [F (15,195) = 3.23,
p < .001], WT = 8, KO = 6) with no change in AC responses (Mixed
model ANOVA, genotype x current: [F (14,196) = 1.46, p = .13],
WT = 7, KO = 8; Figure 4e). No changes in paired-pulse ratio were
observed in either of those CA3 inputs between genotypes (AC: T-
test; to73 = 1.32, p = .11, MF: T-test; t;,1 = 0.87, p = .21;
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Figure 4f). The differential impact in the main synaptic pathways of
CA3 and the aforementioned alterations in early development could
affect the fundamental characteristics of the microcircuit as a

network at the meso-scale.

3.4 | Functional connectivity of the CA3
microcircuit

Given the changes in CA3 synaptic inputs, we addressed whether
these changes would correlate with modifications in the functional
connectivity and topology of the CA3 microcircuit, which was
assessed by analyzing the coordinated activity of CA3 neurons in
acute hippocampal slices (see Section 2; Bastos & Schoffelen, 2016;
Feldt et al., 2011; Friston, 2011; Juarez-Vidales et al., 2021). Our
methodological approach to extract the significant connections among
CAS3 neurons (Figure 5a) reliably captured the main characteristics of
the distribution of synaptic weights previously recorded in monosyn-
aptically connected pairs of CA3 neurons (lkegaya et al., 2013), con-
sisting in a long-tailed lognormal distribution where most of the
strength of connectivity is supported by a small percentage of con-
nections (~20%) (Figure 5b-d). Graphs were built for each recording
using these connections to further characterize the topology of the
CAS3 network.

The node degree distributions of the graphs of both animal
groups are better approximated by an exponentially truncated power
law for both groups (Table S1; Figure 5e,f) consistent with a broad-
scale (Fornito et al., 2016; Figure 5e,f) and small-world topology in
both groups (Small-worldness sigma coefficients: 1.61 + 0.12 in WT
and 1.47 £0.09 in KO) (Humphries et al., 2006; Humphries &
Gurney, 2008), which is a topology previously described in this circuit
(Guzman et al., 2016; Li et al., 2010) and prevails in the KO group
despite the synaptic alterations found, suggesting this is a fundamen-
tal and robust characteristic of the circuit. The broad-scale topology
shares many characteristics with the scale-free topology, such as a
degree distribution with a long tail that reveals the presence of highly
connected nodes, but also indicates the network might face real-world
constraints that limit its growth such as space, cost of maintaining its

elements and connections, or a preferential mode of information

processing (Amaral et al, 2000; Fornito et al, 2016; Mossa
et al., 2002).

The comparison of connection strengths show that those from
the KO group are significantly weaker (Mann-Whitney test;
U = 1,191,027, p = .001, WT = 15, KO = 11; Figure 5g,h), in
accordance with the synaptic dysfunction observed in patch-clamp
and field recordings (Figure 4). Furthermore, while most WT
graphs are fragmented into several components, a higher propor-
tion of KO graphs are characterized by a single giant component
that connects either the full graph or most of its nodes (Fisher's
exact test, p = .03; Figure 5i,j). Overall, the changes in the KO
graphs, along with the compromised synaptic transmission and MF
sprouting, indicate that the CA3 circuit in Cx3crl-deficient mice
undergoes a reconfiguration consistent with a lack of refinement,
possibly due to deficient synaptic pruning (Paolicelli et al., 2011)
and halted synapse maturation, that leads to weaker and diffuse
coupling among its constituent neurons, which would impact
CAB3-dependent cognitive function.

3.5 | Cx3crl deficiency leads to an anxious-like
phenotype

After characterizing the morphological and physiological conse-
quences of disrupting the fractalkine pathway, we proceeded to
evaluate its behavioral effects. Thus, in order to assess the emo-
tionality state of the Cx3crl-deficient mice, we performed two
tests of unconditioned anxiety: the open field test and the ele-
vated plus maze (Carola et al., 2002; Prut & Belzung, 2003;
Walf & Frye, 2007). Our results in the open field test show a
reduction in the total distance traveled by the KO mice while
exploring the arena (T-test; t3; = 2.87, p = .007, WT = 16,
KO = 16; Figure 6a). This reduction is due to an increase in immo-
bility (Mann-Whitney test; U = 73, p = .03; Figure 6c), as well as
a decreased average (T-test; t31 = 2.99, p = .005) and maximal (T-
test; t3q = 3.17, p = .003) speed of ambulation in the KO mice
(Figure 6d,e). This decrease in ambulation is also reflected in a
tendency to fewer crosses between the center and periphery of
the arena (T-test; t3; = 1.9, p = .06; Figure 6b). The elevated plus

FIGURE 4

Synaptic dysfunction in the CA3 hippocampal region in Cx3cr1 deficient mice primarily affects the mossy fiber (MF) afferent. (a)

Representative traces of spontaneous postsynaptic currents (sPSCs) in CA3 pyramidal cells of knock-out (KO) and wild-type (WT) mice,
respectively. (b) Representative traces of single sPSCs from KO and WT recordings, respectively. (c) Left: Cumulative probability distribution and
comparison of mean sPSCs amplitudes show a diminished synaptic drive in KO mice (Mann-Whitney test; U = 81, p = .009, WT = 9 cells, 5858
sPSCs; KO = 11 cells, 5457 sPSCs). Right: Cumulative distribution and comparison of mean instantaneous frequency of sPSCs show no
significant differences between genotypes. (d) Top: Rise time analysis of sSPSC shows a non-significant tendency towards a slower rise time in KO
cells (T-test; t17.43 = —1.75, p = .10). Bottom: Decay time analysis show a similar non-significant tendency for slower decay time in KO cells (T-
test; t17.43 = —1.58, p = .13). (e) Representative traces (top) and input/output curves (bottom) of fEPSPs for the associational/commissural
pathway (A/C; left) and mossy fiber pathway (MF; right). While A/C pathway remains unaffected, a deficiency in the strength of the MF afference
(bottom right) is observed in the KO group (mixed model ANOVA, genotype: [F (1,13) = 1.40, p = .2), current: (F (15,195) = 69.62, p < .001),
genotype x current: [F (15,195) = 3.23, p < .001], pairwise t-test: 50 pA: t1o = —1.74, p = .05; 55 pA: t1o0 = —1.74, p = .05; 60 pA: t1, = —1.92,
p =.04; 65 pA: t1o = —2.42,p = .02; 70 pA: t1o = —2.11, p = .03; WT = 9, KO = 6). (f) Paired-pulse ratio (PPR) analysis of fEPSPs show no
significant changes for either A/C (top) (T-test; tg 73 = 1.32, p = .11, WT = 7, KO = 8) or MF (bottom) (T-test; t;,1 = 0.87,p = .21, WT = 8,

KO = 6) afferent.
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FIGURE 5 Network analysis of CA3 neurons reveals a diminished strength in connectivity along a lack of refinement in knock-out (KO) mice.
(a) Schematic representation of spike time tiling coefficient (STTC) calculation for two hypothetical spike trains (represented as rasters); Tg and Pg
are calculated similarly by changing the spike-train of reference. (b) Representative STTC distribution from a hippocampal CA3 multielectrode
array recording show a long tail distribution. (c) Same distribution in a semi-logarithmic scale approximates a normal distribution suggesting a log-
normal process. (d) Lorenz-curve for the same distribution indicates highly uneven contribution to the strength of the network where ~20% of
connections are responsible for ~50% of the strength in connectivity. (e) Node degree distributions of wild-type (WT) and KO graphs constructed
with STTC values reveal a typical long-tail skewed distribution. (f) Log-log distributions of node degrees (open circles) and best fit for power law
(dotted line), exponential (discontinuous line) and exponentially truncated power law (continuous line) models. The best model for both groups is
an exponentially truncated power law (Table S1) suggesting a broad-scale topology for both groups. (g) STTC distribution of KO and WT
networks, note the separation of both distributions in the region beyond STTC >0.25. (h) Cumulative probability of STTC connections and mean
comparison show a reduced connectivity strength in KO networks (Mann-Whitney test; U = 1,191,027, p = .001, WT = 15, KO = 11).

(i) Comparison of proportion of connected (C) and disconnected (DC) networks (Fisher's exact test, p = .03) showing that despite a lower mean
strength, KO networks have signs of hyperconnectivity. (j) Representative graphs for WT (left) and KO (right) networks.

maze results show marked avoidance of open arms (Mann-
Whitney test; U = 208, p = .003; Figure 6j), and comparable
decrease in distance traveled by the KO mice (Mann-Whitney

test; U = 205, p = .003; Figure 6h). Altogether, the results in both
tasks indicate that the Cx3cri1-deficient mice exhibit an anxious-

like phenotype.
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FIGURE 6 Cx3crl deficient mice display an anxious-like phenotype. (a-g) Results and representative trajectories of the open field test
indicate an anxious like phenotype as revealed by diminished distance traveled, increased immobility time, and slower ambulatory speed by
knock-out (KO) mice. (a) Total distance traveled (T-test; tz; = 2.87, p = .007, wild-type (WT) = 16, KO = 16). (b) Crosses between center and
periphery (T-test; tz; = 1.9, p = .06). (c) Immobility time (Mann-Whitney test; U = 73, p = .03). (d) Mean speed of ambulation (T-test; t3; = 2.99,
p = .005). (e) Maximal ambulation speed (T-test; t3, = 3.17, p = .003). (f,g) Representative tracks for WT and KO subjects, respectively. (h-I)
Results and representative trajectories for the elevated plus maze show a similar phenotype characterize by diminished distance traveled and a
lower amount of time in the in the open arms. (h) Total distance traveled (Mann-Whitney test; U = 205, p = .003, WT = 16, KO = 16). (i) Crosses
through center. (j) Percentage of time spent in the open arms (Mann-Whitney test; U = 208, p = .003). (k,I) Representative trajectories for WT

and KO subjects, respectively.

3.6 | Adult Cx3cri-deficiency impairs innate
behavior but not social interaction

The burrowing task showed a significant decrease in the weight
burrowed by KO mice (Mann-Whitney test; U = 1264, p = .03,
WT = 22, KO = 31, Figure 7a). Burrowing is an innate behavior in most
rodents that responds to the primary need for shelter and relates to the
equivalent “activities of daily living” in humans (Deacon, 2006;
Jirkof, 2014). Previous reports showed that this species-typical behav-
ior is affected by lesion to the hippocampal formation and medial pre-
frontal cortex (Deacon et al., 2002, 2003). In accordance with reports
of decreased coherence between the hippocampus and prefrontal cor-
tex in Cx3cri1-deficient mice (Zhan et al., 2014), our results support an

impact of this deficient communication on burrowing.

Since a previous report showed reduced social interaction in
young Cx3cri1-deficient mice (Zhan et al., 2014), we tested the repro-
ducibility of this result with the three chamber social interaction test
(Moy et al., 2004), with one of the lateral chambers containing a novel
object and the opposite chamber containing a novel juvenile conspe-
cific (Moy et al., 2004). Both mice groups show similar time exploring
both stimuli chambers (total exploration time) (T-test; t;q = —1.42,
p = .16, WT = 20, KO = 22) (Figure 7b). In contrast with the previous
report, our results show that both KO (T-test; t4, = 11.05, p <.001)
and WT (T-test; tzg = 6.96, p < .001) mice prefer exploring the con-
specific subject (Figure 7c). In fact, contrasting the previous report
(Zhan et al., 2014), this preference expressed as a sociability index (dif-
ference in time spent at each side normalized by the total time explor-

ing both sides) reveals a higher score in the KO group (Mann-Whitney
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FIGURE 7 Innate, social and cognitive alterations in the Cx3cr1 depleted mice. (a) Amount of material burrowed after 12 h is diminished in
knock-out (KO) mice (Mann-Whitney test; U = 1264, p = .03, wild-type (WT) = 22, KO = 31). (b-d) Sociability is increased in the KO mice as
assessed by the three chambers social interaction test. (b) Total exploration time (time spent in either of the lateral chambers) is similar for both
groups (T-test; t4, = —1.42, p = .16, WT = 20, KO = 22). (c) Both groups present a preference for exploring a conspecific subject rather than a
novel object (two-way ANOVA, genotype x side, [F (1, 5545) = 13.62, p = .0004]), comparison by group (object vs conspecific: KO (T-test;

tso = 11.05, p < .001), WT (T-test; tzg = 6.96, p < .001)). (d) KO mice show stronger preference to remain near a conspecific subject than WT
mice as revealed by the social index (Mann-Whitney test; U = 174.5, p = .02). (e,f) Deficient encoding of novel spatial information by KO mice.
(e) Errors before reaching the goal. KO mice make more errors in the modified Hebb-Williams maze (mixed model ANOVA, genotype:

F(1,44) = 65.32,p = .001, WT = 24, KO = 22, block [F (5,220) = 80.30, p < .001], genotype x block [F (5, 220) = 3.75, p = .002]). Inset:
Diagram of the problem 4 of the Hebb-Williams maze, discontinuous lines represent error zones and arrows show the direction of the error. (f)
Latency to reach the goal. KO mice take longer to solve the maze (mixed model ANOVA, genotype: [F (1,44) = 10.71, p = .002], block:

[F (5,220) = 102.48, p < .001], genotype x block: [F (5,220) = 3.62, p = .003]). The deficit exhibited by Cx3cr1 deficient mice in the number of
errors as well as latency is limited to the first day of testing, suggesting an impaired encoding of novel spatial information (errors: Pairwise t-test
with holm correction; D1_1: tyos = 2.73, p = .04)), latency: (pairwise T-test with holm correction; D1_1; ty17 = 2.43, p = .06, D1_2;

tis7 = 2.77,p = .03).

test; U = 174.5, p = .02) (Figure 7d), reflecting an increased prefer- Manahan-Vaughan, 2011; Jerman et al., 2006; Lee & Kesner, 2004).
ence for the side containing a juvenile conspecific. Therefore, we set out to assess the performance of these subjects in

the Hebb-Williams maze to evaluate the encoding of the novel space

and the use of this information to improve subject performance in
3.7 | Cx3crl-deficient mice show a deficit in subsequent trials (Lee & Kesner, 2004; Rogers & Kesner, 2003). Using
encoding of novel spatial information problem 4 of the Hebb-Williams maze (Figure 7e, inset), we found a

significant difference in the mean number of errors made by each
Previous reports found a deficiency in hippocampal-dependent con- group (Mixed model ANOVA, genotype: F (1, 44) = 65.32, p = .001,
textual and spatial memory in the Cx3cr1 mouse, both tasks regarding WT = 24, KO = 22). KO mice made more errors in the first block of
memory retrieval (Rogers et al., 2011). However, our results show a trials in the first day of testing (T-test; tyos = 2.73, p = .04; Figure 7e),
particular impact on the mossy fiber pathway, which is better associ- indicating an impairment in the fast encoding of novel spatial informa-

ated with the early encoding of novel information (Hagena & tion (Figure 7e). A similar analysis for latency to reach the goal shows
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consistent results with a significant difference between genotypes
(Mixed model ANOVA, genotype: F (1,44) = 10.71, p = .002), KO
mice took longer to reach the goal during both sessions of the first
day of testing (D1_1; ty17 = 243, p = .06, D1_2; t157, = 2.77,p = .03;
Figure 7f). For both groups the mean number of errors and latency
per block have a linear relationship (Figure Sé). Overall, our results
indicate that Cx3cr1-KO mice exhibit a deficit in the rapid encoding of
spatial information, further added to the CA3-dependent cognitive
alterations related to microglia-neuron miscommunication (Hagena &
Manahan-Vaughan, 2011; Kesner, 2007; Lee & Kesner, 2004; Song
etal, 2018).

4 | DISCUSSION

Appropriate communication between neurons and microglia is essen-
tial during development and experience-dependent brain remodeling
(Arnoux & Audinat, 2015; Maggi et al., 2011; Paolicelli et al., 2014;
Sierra et al., 2014). Thus, interrupting the Cx3cr1-fractalkine pathway
produces a range of brain alterations including neuronal apoptosis
(Ueno et al., 2013), deficient synaptic maturation and pruning
(Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014) and reduced adult neuro-
genesis (Bachstetter et al.,, 2011). These alterations correlate with
behavioral and cognitive shortfalls that place Cx3cr1-deficient mice as
a model for neuropsychiatric research. In the present work, we pro-
vided new evidence that complements the behavioral and neurophysi-
ological phenotype of this mouse model. Particularly, we showed that
the cognitive deficit extends to innate behaviors such as burrowing,
suggesting an impact on activities of daily living and general well-
being (Deacon, 2012; Jirkof, 2014), which agrees with findings that
burrowing is highly affected by proinflammatory conditions and
closely relates to the microglial state (Hart et al, 2012; Puntener
et al., 2012; Vichaya et al., 2017). Furthermore, our results suggest an
anxious-like response to stressful circumstances, an observation that
is in line with a previous report of hypothalamic-pituitary-adrenal axis
hyperreactivity in Cx3crl1-deficient mice (Winkler et al., 2017) and is
similar to the anxiety induced by chronic microglial activation (Wang
et al., 2018). It must be acknowledged that the transgenic animal used
in our study, developed by Yona et al., 2013, has significant leakage of
its Cre-activity (thus, Cx3cr1 absence) in neurons (Haimon et al., 2018;
Zhao et al., 2019), indicating that Cx3cr1 could be expressed in non-
microglial cells, including neurons and astrocytes during early develop-
ment (Zhao et al., 2019). In fact, Cx3cr1 was reported to be expressed
in cultured neurons and induced in neurons and astrocytes following
ischemia or seizures (Dworzak et al., 2015; Meucci et al., 2000; Wang
et al., 2018; Yeo et al., 2011; Zhao et al., 2019). Moreover, Cx3crl is
also expressed in other macrophages located in the brain; namely
perivascular macrophages (Chinnery et al., 2012; Utz et al., 2020;
Yona et al., 2013; Zhao et al., 2019), meningeal macrophages
(Chinnery et al., 2012; Utz et al., 2020) and choroid plexus macro-
phages (Chinnery et al., 2012; Utz et al., 2020), which should be taken
into consideration since cells located in brain vessels could impact
neural function (Garré et al., 2017; Valle-Dorado et al., 2015). Thus,

the absence of Cx3crl in all these cell types, not just microglia, could
contribute to some of the phenotypes observed in this study.

Since the absence of the Cx3crl receptors leads to varying
changes in microglial and neuronal density and morphology (Castro-
Sanchez et al.,, 2019; Hoshiko et al., 2012; Pagani et al., 2015; Xin
et al, 2022)we characterized these cellular characteristics in the
strain used in this study (Yona et al., 2013) and found that Cx3cr1
absence induced a transitory reduction in hippocampal microglia den-
sity early in life that, is similar to the transient reduction in microglial
density, that resolves by P40, in mice lacking Cx3crl in CA1 region
(Paolicelli et al., 2011) and the barrel cortex (Hoshiko et al., 2012).
Similarly, while we found that adult Cx3cr1-lacking microglia exhibit
an hyperramified phenotype characterized by higher number of bra-
nches, end-points and increased total branch length, which contrast
with previous reports of smaller arborization area of microglial pro-
cesses (Basilico et al., 2019; Gyoneva et al., 2019; Pagani et al., 2015)
or with no differences in microglia morphology in Cx3cr1-KO mice
(Castro-Sanchez et al., 2019; Gyoneva et al, 2019; Hellwig
et al.,, 2016; Hoshiko et al., 2012; Liang et al., 2009; Sellner et al., 2016).
However, our findings are similar to those of Milior et al., 2016 who
reported larger arborization areas in Cx3cr1-KO mice. The discrepan-
cies just described in microglial density and morphology may be
explained by the different approaches for analyzing microglial mor-
phology, but also by differences intrinsic to the brain areas analyzed
(Ayata et al., 2018; Gyoneva et al., 2019). In fact, the absence of
Cx3cr1 differentially affects microglial characteristics, when analyzed
with the same methodology, in a brain area-dependent manner
(Gyoneva et al., 2019), indicating that microglia functions are deter-
mined not just by their intrinsic characteristics but by its local environ-
ment (Ayata et al., 2018; Gyoneva et al., 2019). Interestingly, as found
in this study and several others (Hoshiko et al., 2012; Kim et al., 2015;
Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014), morphological and density
changes induced by Cx3crl1 absence correlate with changes in neural
circuit function.

We also characterized the impact of Cx3cr1 deficiency on pre-
and postsynaptic CA3 components and found no change in spines
density of CA3 pyramidal cells in the adult mice, which is consistent
with previous reports that found a normalization of spine density in
adulthood despite a transitory reduction during development in
CA1 (Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014), but also contrasts
with the decrease in spine density in this genotype found in the DG
(Bolds et al., 2018; Xin et al., 2022). Similar explanations, as those
offer for microglial characteristics, could account for the discrepan-
cies observed in dendritic spines upon Cx3crl absence. In contrast,
we also found that a subpopulation of mossy fiber terminals exhibit
a drastically smaller volume in Cx3cr1-KO mice which is similar to
the reduction in the area of mossy fiber terminals of adult-born
granule cells reported by Bolds et al., 2018. Interestingly, we also
found that absence of Cx3crl coincides with the presence of satel-
lite mossy fiber terminals (Galimberti et al, 2006; Gogolla
et al., 2009), which are associated with activity-dependent modula-
tion of hippocampal structural plasticity (Galimberti et al., 2006;
Gogolla et al., 2009).
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Since previous reports indicate impairments in contextual mem-
ory (Rogers et al., 2011), we tested if a similar deficit could affect the
performance of the Cx3cri1-deficient mice in hippocampal-dependent
spatial navigation tasks, using a modified version of the Hebb-
Williams maze (Lee & Kesner, 2004). Our results show that Cx3crl
mice perform significantly worse than their WT counterparts, as
observed in animals under various pathological conditions or experi-
mental manipulations including: life-long autoimmunity, glial alter-
ations (Boehm et al., 1996) and lesions to the hippocampus (Rogers &
Kesner, 2003) or to the main hippocampal inputs (Glasier et al., 1995;
Lee & Kesner, 2004; Traissard et al., 2007). Since the increment in the
number of errors is largely restricted to the first day of testing, when
the subjects encounter a novel spatial configuration, it indicates a dif-
ficulty in rapid encoding of new spatial information, which is a puta-
tive function of the CA3 hippocampal region (Hunsaker et al., 2008;
Jerman et al., 2006; Lee & Kesner, 2004). Notably, the performance of
Cx3cr1-deficient mice improves with sustained training and matches
the performance of WT mice in subsequent days, as animals under
other pathological conditions or manipulations do (Boehm
et al, 1996; Glasier et al., 1995; Lee & Kesner, 2004; Traissard
et al., 2007). In fact, prior test experience improves Hebb-Williams
performance in animals with autoimmunity (Boehm et al., 1996). This
late phase of the task is related to memory retrieval of a now familiar
space and more closely relies on the perforant path afferent to the
hippocampus and CA1 region (Hunsaker et al, 2008; Lee &
Kesner, 2004) and may suggest that Cx3cr1-deficient mice exhibit a
mild hippocampal dysfunction that is only revealed when the task is
novel but improves with experience and training, as previously found
in other conditions (Boehm et al., 1996; Glasier et al., 1995; Rogers &
Kesner, 2003; Traissard et al., 2007). However, a decrease in synaptic
transmission, similar to our results in CA3, has been reported for CA1
(Zhan et al., 2014), along with impairment of long-term potentiation
(Rogers et al., 2011), which would predict late impairment in Hebb-
Williams performance (Lee & Kesner, 2004) that was not found. Thus,
an alternative explanation is that this late phase of the task may be
supported by a procedural (praxic) strategy and not entirely rely on
memory retrieval (Redish, 1999; Regier et al., 2015) as has been
shown in hippocampal lesion studies (Pouzet et al., 2002). Here we
also found that the initial information encoding deficit observed in
Cx3cri1-deficient mice and in other pathological conditions (Boehm
et al., 1996; Glasier et al., 1995; Rogers & Kesner, 2003; Traissard
et al., 2007), possibly due to alterations in the CA3 hippocampal
region, is overcomed by trial repetition, which could be used as a ther-
apeutic approach to improve cognitive performance under neuron-
microglia miscommunication (Boehm et al., 1996; Seese et al., 2014).

Here, we found that a possible substrate for this encoding delay
is a decreased amplitude in the postsynaptic currents recorded in CA3
that is in line with reports of impaired synaptic maturation in several
regions of the brain of Cx3cri1-deficient mice (Hoshiko et al., 2012;
Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014) and with alterations in CA3
input associated with cognitive impairment (lkegaya et al., 2001; Viana
da Silva et al., 2019). Interestingly, the compromised synaptic trans-
mission is accompanied by a reduction in MF-CA3 coupling and an
expansion of MF area of distribution. Since this MF expansion does

not show aberrant projections, such as those seen in other models
(Buckmaster, 2012), it suggests a compensatory sprouting secondary
to failure of MF terminals to establish connection with their targets in
CA3 (Liu et al., 2018), as the one observed in conditions of impaired
contextual discrimination, anxiety and hippocampal network
reconfiguration (Jinde et al., 2012).

The global impact of these alterations in CA3 function is better
captured by our functional connectivity analysis showing that while
networks of Cx3crl-deficient mice retain their complex broad-scale
and small-world topology, indicating that the most prominent charac-
teristics of brain networks persist with this gene disruption
(Bullmore & Sporns, 2009; Li et al., 2010), they also show signs of a
more diffuse and weak connectivity that could affect the processing
of information (Mossa et al., 2002), as has been proposed in CA3 in sil-
ico realistic models (Guzman et al., 2016; Mishra & Chan, 2016), and
indicates an incomplete refinement of the circuit which also correlates
with cognitive impairment (Park et al., 2016).

As our results in the population activity of neonatal hippocampal
slices show, these modifications in the organization of the CAS3 circuit
may arise in the early stages of postnatal development, a critical
period for microglia-neuron interaction through the fractalkine path-
way (Arnoux & Audinat, 2015; Hoshiko et al., 2012; Paolicelli
et al., 2011; Zhan et al., 2014). In this sense, the sparseness of the
population activity during periods of spontaneous activity highly con-
trasts with the disproportionate recruitment by fGDPs in the Cx3crl1-
KO mice and indicates early changes in the arrangement of emergent
connections. Since fGDPs can act as coincidence detectors and mod-
ify the synaptic strength of the co-activated synapses (Griguoli &
Cherubini, 2017; Kasyanov et al., 2004), this increased recruitment of
MUA by fGDPs could act as a rescue mechanism for the developing
synapses. How microglia participate in the homeostatic scaling of syn-
aptic transmission in the developing brain remains an interesting sub-

ject for further research.
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