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Resumen

La neurogénesis hipocampal adulta (NHA) es un mecanismo de plasticidad neuronal que se mantiene
a lo largo de la vida de diversos organismos, incluyendo a los roedores. Este proceso ocurre especificamente
en la zona subgranular (ZSG) del giro dentado (GD), donde las nuevas células tienen la capacidad de madurar
e integrarse al circuito hipocampal, teniendo asi un rol importante en procesos de aprendizaje y memoria. La
NHA puede ser modulada por distintos factores tales como el ejercicio y el enriquecimiento ambiental, pero
también en condiciones patoldgicas como el dafio cerebral y en condiciones de hiperexcitabilidad asociadas
a la presentacion de crisis epilépticas. Existe evidencia que indica que hay un incremento aberrante en la
neurogénesis en modelos de epilepsia crénica; sin embargo, falta por determinarse el impacto de otros niveles
de hiperexcitabilidad, como la presentacién de crisis epilépticas agudas en el proceso neurogénico y su
posible efecto sobre el desempefio en tareas de memoria. Para abordar este planteamiento, en este proyecto
administramos intraperitonealmente (i.p.) una dosis baja (5mg/kg) o una dosis alta (25 mg/kg) de acido kainico
(AK) para la induccion de crisis leves (CL) y crisis severas (CS) agudas, respectivamente, a ratones Ascl1/Tom
jovenes (6-8 semanas), un modelo transgénico que permite el marcaje y seguimiento del proceso de
maduracion de las nuevas células. Nuestros resultados indican que el nimero de nuevas células es similar
tras la induccion con CL y CS. En cuanto al posicionamiento de las nuevas células, una mayor proporcion se
localizd en la ZSG en las condiciones control y CL, mientras que en la condicién CS se observé una mayor
distribucion dentro de la CGL. En términos de maduracion, ante la induccion de CS, hay un mayor nimero de
células con morfologia de neuronas maduras (Tipo D) en comparacion con la condiciéon CL y el grupo control,
y un menor numero de células precursoras (Tipo A y B) en comparacion con el grupo control y CL. Estos
hallazgos sugieren que la induccion de una CS altera el posicionamiento celular y acelera la maduracion
neuronal. Sin embargo, en ninguna condicién se observd neurogénesis aberrante definida como neuronas
con un fenotipo distinto al descrito en la literatura. Con el objeto de evaluar el impacto de los diferentes tipos
de crisis en tareas asociadas al funcionamiento hipocampal, se evalué a los sujetos de ambas condiciones
en la ejecucion de: memoria de miedo al contexto (CFC, por sus siglas en inglés, contextual fear conditioning)
y memoria de localizacion del objeto (OLM, por sus siglas en inglés, object localization memory). Se
observaron déficits en el dia 2 de condicionamiento de CFC en el grupo CL en comparacion con los grupos
CS y control; sin embargo, no hubo deterioro en el dia de la prueba en ninguna de las condiciones. En cuanto
a la tarea de OLM, se evidencié un deterioro de la memoria en CL y CS en contraste con el desempefio del
grupo control. En conjunto, estos resultados sugieren que el posicionamiento y la maduracion de las nuevas
neuronas dependen de la severidad de la hiperexcitabilidad y de las crisis asociadas, y que estos distintos
niveles de hiperexcitabilidad impactan de manera de manera negativa en la ejecucion de tareas de memoria.
Palabras clave: plasticidad, neurogénesis hipocampal adulta, hiperexcitabilidad, crisis leves, crisis severas,

acido kainico, memoria.
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1. Antecedentes.

Los organismos estan expuestos a un ambiente que esta en constante cambio, lo que
les ha permitido generar diferentes estrategias de adaptacion que aseguren su
supervivencia. La plasticidad neuronal es uno de los mecanismos que permiten al sistema
nervioso modificar la estructura y funcionalidad de sus circuitos como resultado de la
experiencia e interaccion con el ambiente (Ruge et al., 2012; Sweatt, 2016; Von Bernhardi
et al.,, 2017). La plasticidad neuronal puede manifestarse a diferentes niveles y varia
dependiendo de la edad y exposicion del organismo a diferentes eventos. Los cambios a
nivel estructural estan mayoritariamente involucrados en las primeras etapas del desarrollo
en la formacién de circuitos (Kolb et al, 2017); sin embargo, durante la adultez ocurren
cambios importantes que constantemente permiten la remodelacion de circuitos neuronales
preexistentes (Hubener y Bonhoeffer, 2014).

A nivel funcional, las neuronas tienen la capacidad de modificar la fuerza y eficiencia con la
que forman conexiones con otras neuronas a través de mecanismos moleculares que son
dependientes de su actividad, a esta manifestacion plastica se le conoce como plasticidad
sinaptica (Citri y Malenka, 2008; Magee y Grienberger, 2020). Adicionalmente a los cambios
funcionales y estructurales que ocurren en las células que forman los circuitos
preexistentes, se ha propuesto que la generacién de nuevas neuronas, proceso conocido
como neurogénesis, es un tipo alternativo de manifestacion plastica que tiene relevancia

estructural y funcional.

Neurogénesis en el hipocampo adulto.

La neurogénesis adulta (Altman y Das, 1965) es un proceso dinamico mediante el cual
se generan nuevas neuronas que se integran a circuitos neuronales especificos.
Actualmente esta bien aceptado que este proceso puede continuar en la etapa adulta en
diversas especies (Charvet y Finlay, 2018). En este sentido, la neurogénesis ha sido
estudiada desde diferentes perspectivas que van desde el potencial de células neurales
troncales para producir neuronas toda la vida, la integracion de neuronas generadas en la
etapa adulta, su contribucién funcional y conductual y su papel potencial en condiciones
patolégicas (Obernier y Alvarez-Buylla, 2019).
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En roedores, se ha reportado que la neurogénesis se encuentra restringida a dos
regiones en el sistema nervioso central (Altman y Das, 1965b): la zona subventricular de
las paredes de los ventriculos laterales (ZSV) (Alvarez-Buylla et al., 1990) y la zona
subgranular del giro dentado (ZSG), region donde ocurre la neurogénesis del hipocampo
(Gongalves etal.,, 2016). Para este proyecto, el interés se centrara en el proceso
neurogénico en el hipocampo, estructura que se describira con mayor detalle en la préxima
seccion y que esta relacionada con diversos procesos de aprendizaje y memoria,

particularmente de tipo espacial (Deng et al., 2010).

El hipocampo: anatomia y conectividad.

El hipocampo es una estructura subcortical que integra informacion de diversas
modalidades sensoriales. Ha recibido especial atencion debido a su implicacién en
procesos de aprendizaje espacial y en la evocacion de ciertos tipos de memoria.(Burgess
et al., 2002; Opitz, 2014). De manera mas especifica, se ha reportado que el hipocampo
esta involucrado en memorias asociadas a la navegacion espacial (Eichenbaum, 2017;
Maguire et al., 2000), memorias asociadas a contextos, separacién de patrones (Leutgeb
et al., 2007) y en la memoria declarativa (en humanos) o episodica (en animales) (Squire,
1992; Voss et al., 2017), entre otras (Knierim, 2015). Asi, el hipocampo es considerado una
estructura altamente plastica debido a los cambios en la plasticidad sinaptica y estructural
inducidos por condiciones de aprendizaje y memoria (Cain et al., 1993; Ramirez-Amaya
et al., 1999, 2001).

El hipocampo ademas es una estructura ampliamente conservada en la filogenia
(Strange et al., 2014). En humanos el hipocampo se aprecia como una estructura larga que
se ubica en la profundidad del I6bulo temporal. En roedores, es una estructura relativamente
larga y esta por debajo de la neocorteza correspondiente al I6bulo temporal. Se pueden
distinguir dos regiones principales: la formacion hipocampal y la parahipocampal. La
formacion hipocampal se constituye por la denominada asta de Amoén, dividido a su vez en
las subregiones: CA1, CA2, CA3 y el giro dentado (GD) (Schultz y Engelhardt, 2014).
Mientras que la formacion parahipocampal comprende a la corteza entorrinal (CE) y
perirrinal (Riley y Moore, 1981). Ademas, el hipocampo tiene una estructura trilaminar que

se divide en la capa molecular, piramidal y plexiforme.

13



Se ha descrito que el hipocampo forma multiples conexiones (Moser, 2011a), siendo
de particular interés el microcircuito denominado como circuito trisinaptico, donde la mayor
entrada de informacion proviene de la corteza entorrinal (CE). Son las células de las capas
Il'y Ill de la CE que proyectan sus axones hacia el GD a través de la denominada via
perforante. A su vez, las células granulares del GD envian sus proyecciones (fibras
musgosas) a las células piramidales de CA3. Las células piramidales de CA3 proyectan sus
axones hacia las neuronas piramidales de CA1 mediante las colaterales de Schaffer,
mientras que las neuronas de CA1 envian sus proyecciones de regreso hacia la CE,
formando un circuito (Moser, 2011a) (Figura 1). En la proxima seccion, describiré a nivel
anatomico y funcional al GD, area descrita como nicho neurogénico durante la etapa adulta.

—
Dentate 1 mm

CA3 gyrus

Figura 1. Anatomia y conectividad de hipocampo. Se muestran las conexiones principales entre el giro
dentado (DG) y las areas CA3 y CA1 de la formacion hipocampal. Las flechas indican la direccion de las
conexiones a lo largo de la via trisaptica. El giro dentado (GD) recibe proyecciones provenientes de la corteza
entorrinal (CE). Las fibras de la region del GD proyectan a traves de las fibras musgosas hacia CA3, mientras
que las neuronas de CA3 establecen conexiones con CA1 a través de las colaterales de Schaffer. Las
neuronas de CA1, a su vez, proyectan fuera del hipocampo hacia otras areas corticales. (Tomado de Moser,
2011).
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El giro dentado (GD)
Anatomia

El GD es, como se menciond anteriormente, una de las subregiones del hipocampo
y es la estructura donde se encuentra el nicho neurogénico de la ZSG. El GD es una
estructura trilaminar que comprende (en una organizacidn dorso-ventral) a: 1) la capa
molecular (ML, por sus siglas en inglés), en donde se aprecian las prolongaciones
dendriticas provenientes de las células granulares glutamatérgicas, interneuronas vy fibras
axodnicas que componen a la via perforante; 2) la capa granular (CGL) formada por los
somas de las neuronas granulares y que se divide en la lamina supra piramidal, la [amina
infra piramidal y la cresta conde se integran las dos laminas mencionadas y; 3) el hilus (H),
que es la regidn que se encuentra entre la lamina suprapiramidal e infrapiramidal, donde se
encuentran tanto los axones de las neuronas granulares que forman las fibras musgosas
que proyectan hacia CA3, como una gran variedad de interneuronas gabaérgicas (Amaral
et al., 2007). La conectividad del GD le ha conferido propiedades funcionales particulares,

que se describen a continuacion.

Relevancia funcional

El GD es una estructura que recibe informacién vestibular, olfatoria, visual, auditiva
y somatosensorial; asi como informacion proveniente de las cortezas perirrinal y entorrinal
(Kesner, 2017). La via perforante del GD dorsal puede dividirse en un componente medial
y lateral. En la actualidad, se conoce que el componente medial esta involucrado en el
procesamiento de informacidén espacial, mientras que la parte lateral procesa otro tipo de
informacion no espacial como la codificacion de objetos (Hargreaves et al., 2005). En este
sentido, se ha determinado que especificamente el GD dorsal esta implicado en el proceso
de integracion de informacién entre el espacio y el objeto, conocido como codificacion
conjunta (O’Reilly y McClelland, 1994).

Al GD se le han atribuido algunas funciones como la separacion de patrones (Kesner,
2017), la cual es la capacidad que tiene un organismo para distinguir entre eventos o
estimulos que tienen caracteristicas similares (Leutgeb et al., 2007). Algunos trabajos
reportan que lesiones en el GD dorsal interfieren en la separacion de patrones; por ejemplo,
disminuye la ejecucion en una tarea en la que un animal debe discriminar entre dos lugares

muy similares y cercanos entre si para obtener una recompensa (Morris et al., 2012). Por
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otra parte, se ha propuesto que la neurogénesis en el GD juega un rol importante en la
separacion de patrones, ya que la ablacion de este proceso en una tarea en donde deben
discriminar entre dos lugares con caracteristicas similares tiene como consecuencia un mal
desempefio en la tarea (Clelland et al., 2009).

Adicionalmente, se ha reportado que el GD dorsal y el proceso neurogénico estan
implicados en procesos como la memoria y el aprendizaje dependientes de un contexto;
por ejemplo, en el condicionamiento de miedo al contexto (Hernandez-Mercado y Zepeda,
2022). El condicionamiento de miedo al contexto es un paradigma experimental que
consiste en colocar a un animal en un contexto novedoso mientras de forma contigua se da
un estimulo aversivo como un choque eléctrico, o que provoca la inmovilidad o
“congelamiento” del individuo. Es asi como a su regreso al contexto sin el choque eléctrico,
el animal suele desplegar la conducta de inmovilidad, manifestando asi que ha asociado el
estimulo aversivo al contexto, proceso denominado como memoria del miedo al contexto
(Curzon et al., 2009).

El proceso neurogénico en el hipocampo adulto

La neurogénesis adulta en el roedor comprende 4 fases generales: Proliferacion celular,
diferenciacion, supervivencia y maduracion e integracion (Kempermann et al., 2015). Las
diferentes fases del proceso neurogénico son reguladas por distintos mecanismos de
sefalizacion, tanto intrinsecos como extrinsecos. A continuacion, se describira cada una
de las fases y algunos de los mecanismos moleculares implicados.

La proliferacién da inicio con la activacion de las células troncales neurales (CTNs)
(células tipo 1) ubicadas en la zona subgranular del GD (Gongalves et al., 2016b). Estas
células poseen propiedades de célula troncal, son multipotentes, es decir, tienen la
capacidad de generar una célula idéntica, pero también tienen la capacidad de diferenciarse
en astrocitos o en neuronas (Bonaguidi et al., 2011), siendo mayor la proporcién de
diferenciacion hacia neurona. En el GD del roedor, las CTNs muestran una morfologia
radial, extienden un proceso apical, tienen procesos pequefnos orientados horizontalmente
(Esposito et al., 2005a) y expresan proteinas que estan presentes en astrocitos como la
proteina acido fibrilar glial (GFAP) o vimentina, por lo que a estas células también se les ha
denominado como células tipo glia radial (RGL) (Seri et al., 2001). Ademas, expresan

marcadores asociados en células troncales como factores de transcripcion por ejemplo
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SOX1, Nestina, Pax6 y Ascl 1 (del inglés Achaete-scute homolog 1) (Filippov et al., 2003;
Kim et al., 2011a; Nacher et al., 2005). Ascl 1 es un factor de transcripcion involucrado en
la diferenciacion neuronal y esta presente en las células tipo 1 y tipo 2 (células precursoras,
derivadas de las tipo 1 y con un mayor grado de compromiso neuronal); ademas, se expresa
en las células progenitoras que estan en division y promueven su diferenciacion hacia
neuronas en el GD (Kim etal., 2011a; S. M. Yang et al., 2015a). Esta caracteristica ha
permitido el desarrollo de ratones genéticamente modificados para el estudio y seguimiento
longitudinal de la neurogénesis adulta, tales como los ratones Ascl1/Tom, modelo murino
que fue empleado en este proyecto.

Las CTNs tienen la capacidad de autorrenovarse a través de la division simétrica, pero por
lo regular se encuentran en un estado quiescente (Urban et al., 2019). Sin embargo, pueden
dividirse de forma asimétrica generando células progenitoras neurales (CPNs), también
denominadas células progenitoras de amplificacién transitoria (células tipo 2a y 2b). Estas
poseen una morfologia distinta a la CTNs, por lo general presentan un soma circular y
carecen del proceso apical caracteristico de las células tipo 1 (Esposito et al., 2005a). Se
pueden identificar dos subtipos de CPNs, cuya diferencia radica en la expresion de
marcadores moleculares. Por lo general, las células 2a expresan marcadores asociados a
las CTNs, mientras que las células 2b pueden expresar tanto los marcadores de las células
2a como algunos adicionales, como PSA-NCAM, NeuroD1 y doblecortina (DCX). Por lo que
se propone que las células tipo 2b estan mas comprometidas con la adquisicion de un linaje
neuronal (Gleeson et al., 1999a). No obstante, hay reportes que indican que estas CPNs
pueden ser manipuladas por factores genéticos (Song et al., 2012) o inclusive por factores
extrinsecos como la hiperexcitabilidad del sistema (Moura etal.,, 2020). Esta ultima
alternativa se discutira mas adelante.

Finalmente, en la fase de proliferacién, los progenitores 2b pueden dar lugar a
neuroblastos (NB) o células tipo 3 (Espdsito et al., 2005b). Anteriormente se habia
propuesto que los NB podian entrar en una ultima ronda de division celular; sin embargo,
los neuroblastos ya no contribuyen a la expansiéon del numero de células, sino que
continuan su propia maduracidon (Rasetto et al., 2024). Los NB son células ovoides con
procesos horizontales, y a medida que maduran, adquieren un soma mas redondeado y

sSus procesos se alargan, orientandose verticalmente hacia la capa molecular (Zhao et al.,
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2006a). Durante esta fase, los NB continuan expresando marcadores como NeuroD, Prox1
y DCX (Gleeson et al., 1999b; Karalay et al., 2011).

Los precursores neuronales inician su fase de migracion en la ZSG mientras estan

en su etapa de células tipo 2b y continuan migrando o internalizandose a la CGL como NB.
Su migracion inicia de forma paralela a la ZSG, es decir de forma tangencial, guiados por
los vasos sanguineos del GD, para posteriormente migrar de forma radial hacia la CGL. Es
en esta fase, donde ocurre la primera poda neuronal, que se refiere a la muerte de una
proporcion importante de nuevas células y a la supervivencia y consecuente maduracion,
aproximadamente el 30% de ellas (Dayer et al., 2003).
La correcta migracion y posicionamiento de las nuevas neuronas es fundamental para su
adecuada integracion en los circuitos del hipocampo. Se ha propuesto que el
posicionamiento de estas nuevas neuronas dentro de la capa granular requiere de varias
proteinas, incluyendo a los receptores GABA (Duveau et al., 2011) y los receptores NMDA
(Namba et al., 2011). Entre las cascadas de sefalizacion intrinseca que participan en este
proceso se encuentra la liberacibn de moléculas quimiotacticas como las netrinas, las
semaforinas y proteinas de matriz extracelular como la reelina (Ayala et al., 2007). La
reelina, es una glicoproteina de matriz que se ha reportado como un factor clave en la
migracion y posicionamiento de las nuevas células a través de la modulacion de la
laminacion del GD (Del Rio etal.,, 1997; Santana y Marzolo, 2017) . Esta proteina es
liberada por las células de Cajal-Retzius y por las interneuronas ubicadas en el hilus (Del
Rio et al., 1997), por lo que una afectacidén en estas poblaciones celulares altera el proceso
de migracion.

Los NB, pueden dar origen a neuronas granulares inmaduras. Estas nuevas
neuronas se caracterizan por tener procesos muy cortos, morfologia redonda y orientacion
vertical. Su patrén de migracién es radial, tomando su posicion en la CGL (Esposito et al.,
2005a). Estas neuronas pasan a la fase de maduracion, donde inicia el crecimiento de sus
procesos, la extension de sus dendritas a través de la CGL y sus proyecciones hacia CA3
(Zhao et al., 2006b). Durante la primera semana posterior a su diferenciacion, las nuevas
neuronas inmaduras reciben conexiones gabaérgicas y es a partir del dia 7-14
aproximadamente después del nacimiento que la célula comienza a recibir conexiones
glutamatérgicas (Esposito et al., 2005a; Markwardt et al., 2009). Una alta proporcion de

neuronas inmaduras tendran un proceso de apoptosis; sin embargo, las neuronas que
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sobreviven adquieren un fenotipo de neurona madura aproximadamente a las 8 semanas
de edad (Esp0sito et al., 2005a; Zhao et al., 2006b). Uno de los marcadores moleculares
que indican que se trata de una neurona granular madura es la proteina de union a Ca®*,
calbindina (Brandt et al., 2003). Sus propiedades electrofisioloégicas y morfoldgicas, asi
como la complejidad dendritica y la densidad de espinas, son similares a las presentes en
neuronas preexistentes, lo que les permitira su incorporacién a circuitos establecidos
(Laplagne et al., 2006). A continuacion, se muestra un esquema del proceso neurogénico
descrito (Figura 2):

Seccién Coronal
(ratén) Hipocampo
=
DG - e IS T CGL
) Apoptosm
SGZ
I.RGL . .

(Tipo 1) CF:;‘I:’;:?IB). (T|p03) ¢ inmadura { madura Hilus

Interneuronas

GABAérgicas

Figura 2. Esquema del proceso neurogénico y los componentes que conforman el nicho
neurogénico del hipocampo. En el primer panel, se presenta un corte coronal de ratéon, donde se
sefala la localizacion del hipocampo. En el panel central, se destaca el giro dentado (GD), donde se
encuentra el nicho neurogénico. La ampliacién del panel izquierdo ilustra el proceso neurogénico,
mostrando las distintas morfologias celulares segun su fase de maduracién. En morado, se observan
las células en apoptosis. En el hilus, se resalta la presencia de interneuronas gabaérgicas, relevantes
para la regulacion del proceso neurogénico. Adicionalmente, en rojo se muestra la vasculatura implicada
en la correcta migracion de las nuevas células. CA: Cuerno de Amoén, GD: Giro dentado, ML: Capa
molecular, CGL: Capa granular, SGZ: Zona subgranular, RGL: Célula tipo glia radial. (Imagen creada

con Biorender.com).

Modulacién de la neurogénesis hipocampal

La neurogénesis adulta puede modularse por diversas condiciones que afectan la
composicion del nicho neurogénico, entendido como el ambiente celular y molecular
presente en la ZSG. Debido a las interacciones con factores celulares y moleculares, es
posible que haya modificaciones en las diferentes fases del proceso neurogénico a lo largo

de la vida de los individuos (Bergami et al., 2015). Asi, por ejemplo, tanto la presencia de
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células microgliales o de astrocitos reactivos o activos, asi como la accién de moléculas
como citocinas o factores de crecimiento, pueden activar cascadas de sefalizacion que
incidan en las diferentes fases del proceso neurogénico (para una revision ver Pérez-
Dominguez et al., Rev Neurosci, 2017).

La disminucion de la neurogénesis se ha reportado principalmente por factores como el
consumo de ciertas sustancias (Morris et al., 2010) y estrés (Snyder et al., 2011), entre
otros. También hay eventos fisiologicos que modulan negativamente la neurogénesis, como
es el envejecimiento. En roedores, se ha reportado que el numero de células troncales
neurales y nuevas neuronas decrementa de manera exponencial a lo largo de la edad, y
que podria estar asociado al declive cognitivo (Boldrini et al., 2018). También, algunos
padecimientos neurodegenerativos pueden modular a la baja el proceso neurogénico. Por
ejemplo, hay estudios que sugieren que en modelo de la enfermedad de Alzheimer hay una
reduccion en la fase de proliferacion y sobrevivencia de las nuevas neuronas (Tobin et al.,
2019).

Por otra parte, hay eventos que estimulan la neurogénesis. En roedores, se ha reportado
que el ejercicio incrementa la proliferacion de células neurales troncales; de manera similar,
el enriquecimiento ambiental favorece la supervivencia de nuevas neuronas (Olson et al.,
2006). De manera interesante, hay otros eventos que promueven la neurogénesis, tales
como el dafo al sistema nervioso asociado a lesiones por isquemia (Tang et al., 2022),
lesiones excitotoxicas (Aguilar-Arredondo y Zepeda, 2018a; Zepeda et al., 2013a) y crisis
epilépticas (Parent et al., 1997a).

1.1. Epilepsia

Como fue descrito en la seccidén anterior, se ha reportado que la epilepsia es un factor
que incrementa la proliferacion de nuevas neuronas (Parent et al., 1997a). La epilepsia es
un grupo de desodrdenes neuroldgicos que se caracteriza por la presencia de crisis
convulsivas recurrentes y que como consecuencia puede tener consecuencias a nivel
funcional (Fisher et al., 2017). Su etiologia puede ser resultado de mutaciones en ciertos
genes, denominada epilepsia genética o primaria. Alternativamente puede originarse por
anomalias en el sistema nervioso central, como tumores, traumatismos craneoencefalicos,

infecciones o malformacion durante el desarrollo, y se conocen como epilepsias
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sintomaticas o secundarias (Trinka et al., 2015). A nivel celular, las caracteristicas que
definen a las crisis convulsivas se relacionan con la hiperexcitabilidad, que se manifiesta
cuando una neurona tiende a disparar rafagas multiples de potenciales de accion. Mientras
que la hipersincronizacion se refiere a un reclutamiento masivo de neuronas que estan
disparando de manera sincronica (Fisher et al., 2005). A nivel neuroquimico, se reporta que
esta condicion es resultado de un desequilibrio entre la actividad excitatoria que esta
mediada en el sistema nervioso por el glutamato que se encuentra exacerbado, mientras
que la actividad inhibitoria, mediada principalmente por el acido gamma-aminobutirico
(GABA), se encuentra disminuida (Kourdougli et al., 2017).

Una crisis epiléptica se presenta como un cambio transitorio y breve en el
comportamiento del individuo, donde pueden manifestarse sintomas como perdida de
conocimiento, rigidez muscular y, sacudidas involuntarias causadas por la
hiperexcitabilidad del sistema (Devinsky etal., 2018a). Debido a la diversidad de
manifestaciones, la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) establecié una
clasificacion de las crisis epilépticas. Esta clasificacion se organiza en tres categorias
principales segun el tipo de inicio: inicio focal, inicio generalizado e inicio desconocido.
Tanto las crisis de inicio focal como las de inicio generalizado e inicio desconocido pueden
incluir manifestaciones motoras y no motoras. Las crisis focales también pueden progresar
a crisis tonico-clonicas bilaterales. Ademas, esta clasificacion distingue entre crisis
bilaterales (que se propagan a ambos hemisferios) y crisis generalizadas (que se originan
simultaneamente en ambos hemisferios) (Fisher et al., 2017). En general, las crisis
epilépticas son transitorias y sin efectos graves; sin embargo, aquellas provocadas por SE
(del latin, status epilepticus) pueden tener impacto en el sistema nervioso. En SE, la
actividad epiléptica continua o repetitiva se prolonga durante mas de cinco minutos o se
presenta sin que el paciente recupere la conciencia entre las crisis, lo que desencadena
una serie de mecanismos de dafo celular. La actividad sostenida en SE provoca estrés
celular, sobrecarga de calcio y liberacidon excesiva de neurotransmisores excitatorios,
activando procesos de muerte celular como la apoptosis, necroptosis y ferroptosis (para un
revision ver, Du et al., 2022).

Para el estudio de las distintas manifestaciones relacionadas con hiperexcitabilidad, se
han desarrollado diferentes modelos que se enfocan en evaluar las alteraciones celulares

y moleculares inducidas por diferentes eventos eléctricos y quimicos que resultan en la
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induccion de estas crisis (Villalpando Vargas et al., 2019). Debido a la gravedad del SE, su
relacion con el desarrollo de epileptogénesis y los dafos neuronales asociados, esta
manifestacion ha sido la mas estudiada en investigaciones previas. Sin embargo, queda
por explorar en mayor profundidad el impacto de otras presentaciones de crisis epilépticas
transitorias y agudas, ya que estas pueden tener efectos distintos en la plasticidad cerebral,
incluyendo la neurogénesis, que es el interés principal de este proyecto.

En este contexto, las crisis epilépticas agudas se definen como eventos transitorios que
ocurren en respuesta inmediata a un evento como traumatismo craneoencefalico,
desequilibrios metabdlicos o infecciones del sistema nervioso central, y que no
necesariamente indican una predisposicion a desarrollar epilepsia cronica (Devinsky et al.,
2018; Villalpando Vargas et al., 2019). Esta diferenciacion es relevante, ya que mientras la
mayoria de los estudios se centran en crisis cronicas y su relacion con la epileptogénesis,
nuestro enfoque busca evaluar los efectos de crisis epilépticas agudas en procesos

plasticos como la neurogénesis.

Modelos de epilepsia e hiperexcitabilidad

Los modelos animales estan desarrollados a partir de las alteraciones que se han reportado
en pacientes con epilepsia. Entre las principales alteraciones se encuentran la esclerosis
hipocampal (Blumcke etal., 2012), la desorganizacién de las fibras musgosas del
hipocampo (Buckmaster, 2012), las alteraciones en la regulacién de la transmision sinaptica
(Kourdougli etal., 2017), la dispersion granular (Silva et al., 2007), la gliosis reactiva
(Ortinski et al., 2010) y la disfuncion en la barrera hematoencefalica (Van Vliet et al., 2016).

Actualmente, se utilizan diferentes tipos de induccién de crisis epilépticas: por induccion
quimica con moléculas como pilocarpina (Scorza et al., 2009) y acido kainico (AK) (Rusina
et al., 2021a), por induccion eléctrica o por induccién fisica como hipertermia (Ullal et al.,
1996).

El AK es una toxina analoga de L-glutamato que se comporta como agonista de los
receptores ionotropicos sensibles kainato (KARs) (Davies, 2007). Su uso como modelo para
inducir epilepsia fue propuesta por Ben Ari y colaboradores (Ben-Ari et al., 1980). Uno de

los primeros reportes fue a través de una administracion intra-amigdala en ratas, en donde
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se observo la presencia de convulsiones focales que evolucionaron a una conforme la dosis
se aumentaba (Ben-Ari etal., 1979). En varios de estos experimentos, la evaluacion
histolégica revela que la induccidon por AK produce varias marcas patolégicas como la
degeneracion neuronal y gliosis en CA3 principalmente (Blimcke et al., 2012).

El AK actua en sus receptores que se encuentran distribuidos en todo el cerebro; por
ejemplo, en corteza entorrinal (Cunningham et al., 2003), ganglios basales (Jin y Smith,
2011), y una cantidad considerable en el hipocampo, mayoritariamente en CA1 (Bloss y
Hunter, 2010). Los KARs pertenecen a una familia de receptores ionotropicos
glutamatérgicos (Jane, 2007). Ademas de activar a los KARs en las regiones CA1y CA3
del hipocampo, el AK también influye en las interneuronas gabaérgicas, especificamentea
a través de los receptores GIuR5. Aunque la activacién inicial de estas interneuronas
provoca una liberacion tonica de GABA, esto no es suficiente para contrarrestar la
excitacion que se produce en las neuronas piramidales de CA3, debido a la activacion de
sus propios receptores de kainato, lo que impide que haya un balance en la sefal inhibitoria-
excitatoria, favoreciendo asi la induccién de crisis (Ben-Ari y Cossart, 2000).

Debido a estos efectos y su mecanismo de accion, se conoce que la administracion
de AK conduce a las neuronas a experimentar dafio severo, y que puede conducir a la
muerte celular por la sobreestimulacion inducida por neurotransmisores excitatorios como
el glutamato, proceso conocido como dafio excitotoxico (Dong et al., 2009). Este dafio es
ocasionado por interacciones moleculares que producen un desbalance osmético que
puede llevar a la ruptura de las membranas, ocasionada principalmente por el incremento
exacerbado de Ca?*, que a su vez impacta en la mitocondria y reticulo endoplasmico
(Mattson, 2019). Otro mecanismo implicado es el estrés oxidativo, inducido por el exceso
de glutamato que produce la formacién de especies reactivas de oxigeno provocando dafo
a nivel molecular (Gano et al., 2018).

Adicionalmente, el dano inducido por estos modelos de epilepsia en el hipocampo tiene un
impacto a nivel cognitivo. Por ejemplo, en modelos de epilepsia inducida por AK, se ha
reportado un déficit en la ejecucion de tareas de memoria espacial. Estos déficits se reflejan
en pruebas como el laberinto de agua de Morris y las pruebas de memoria de
reconocimiento de objetos y localizacion novedosa (Pearson et al., 2014). No solo se
observan afectaciones a nivel cognitivo, sino que también se reporta un impacto en la

hiperlocomocion y en la manifestacion de conductas ansiosas en este modelo. Estas
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comorbilidades, tanto la hiperlocomocion como las conductas ansiosas, estan relacionadas
con el dafio en areas cerebrales especificas inducido por las crisis epilépticas (Inostroza
et al.,, 2011). Por lo tanto, la localizacion y extension de la lesion causada por las crisis
parecen jugar un papel crucial en el desarrollo de estas manifestaciones. Aun queda por
indagar como otros niveles de hiperexcitabilidad y el dafio asociado impactan en estas
conductas.

La administracion de AK puede ser a través de diferentes vias, y la forma de
administracion también tiene un impacto diferencial. Las rutas mas empleadas son la
intranasal, la intracerebral y la sistémica (Rusina et al., 2021a).

La administracion intranasal, surge como modelo de administracion para vencer la
resistencia que los ratones de la cepa C57BL/6 presentan al AK (Z. Chen et al., 2002).
Existen evidencias que indican que la absorcién por el epitelio nasal distribuye al AK al
sistema nervioso central por las vias olfatorias a través de las conexiones del bulbo olfatorio
a diferentes zonas del cerebro provocando crisis epilépticas focales que progresan a un SE
generalizado (Z. Chen etal., 2002). Respecto al dafio, se ha reportado que esta
administracion solo causa dafo evidente en el bulbo olfatorio y en el hipocampo,
especificamente CA3 (Zhang et al., 2008).

La administracién intracerebral, a su vez puede dividirse en intra-ventricular, intra-
hipocampal e intra-amigdalar (Rusina et al., 2021a). La principal ventaja de estos modelos
es la entrada directa al tejido, y favorece el estudio de dafio focal. El analisis histologico
indica que esta administracion crea una lesion focal en el hipocampo, dafiando de manera
importante CAS ipsilateral, y CA1 en el modelo intra-hipocampal (Raedt et al., 2009). En
estos modelos se ha reportado también la desorganizacion de las fibras musgosas (Zeidler
et al., 2018), mientras que solo en la administracidn intrahipocampal se reporta el fendmeno
de dispersion granular (Pallud et al., 2011) .

Los primeros reportes de la administracion sistémica de AK surgen en los afios 80
en donde las primeras observaciones reportaron que esta toxina podia inducir dafio axonal
en rata (Schwob et al., 1980). Las manifestaciones conductuales en ratas incluyen las
llamadas “sacudidas de perro mojado” presentes de 30 a 90 minutos posteriores a la
administracion y evolucionan a convulsiones tonico- clénicas generalizadas (Sperk et al.,
1983).
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En el raton, las manifestaciones conductuales producidas por la administracion de
AK han bien sido caracterizadas. Se ha reportado que la primera manifestacién conductual
(automatismos faciales) ocurre de 15 — 30 minutos después de la inyeccion, sin exceder las
6 horas (Sharma et al., 2018). Para definir las manifestaciones conductuales, se ha utilizado
la escala de Racine, que tiene como objetivo organizar cualitativa y cuantitativamente las
crisis observadas en el comportamiento (Racine, 1972). No obstante, se ha reportado que
las manifestaciones son diferentes entre ratas y ratones, por lo que esta escala ha sido
modificada. Para raton, las crisis se han caracterizado por niveles de severidad y se han
dividido en dos subgrupos: i) Crisis no convulsivas (CNC) que comprende: Fase 1- Crisis
de ausencia, inmovilidad; Fase 2 — Movimientos faciales y; ii) Crisis convulsivas (CC): Fase
3 -Movimiento de cabeza, movimientos limbicos de corta duracion, Fase 4 — Movimientos
limbicos sostenidos, pérdida de equilibrio y Fase 5 — convulsiones tonico-clonico
generalizadas (Sharma et al., 2018).

Con respecto al dafio histopatoldgico que esta asociado a la administracion sistémica
de AK, hay reportes que indican que éste induce dafno bilateral, especialmente en CA1,
CA3 y CAA4. En rata, los dafios comprenden necrosis de células piramidales, gliosis vy,
desorganizacion de fibras musgosas dentro de la capa molecular del giro dentado (Tauck
y Nadler, 1985). En ratdn, las areas mas afectadas son CA3 y CA1, con dafos similares a
los de rata (Benkovic et al., 2004a).

Por otra parte, como se mencion6é previamente, hay reportes que indican que hay
neurogénesis incrementada asociada a esta condicion, por lo que a continuacidn, se
amplian los hallazgos mas relevantes sobre la neurogénesis en un contexto de

hiperexcitabilidad.

1.2. Neurogénesis en un contexto de hiperexcitabilidad

La hiperexcitabilidad del sistema nervioso no solo genera dafio en los circuitos
preexistentes, sino que ademas parece impactar a las CTNs que forman parte del nicho
neurogeénico del GD (Parent etal., 1997a), incidiendo asi en las diferentes etapas del
proceso neurogénico.

La induccion de crisis epilépticas de manera prolongada incrementa la proliferacion celular
en el GD, mediada por las células tipo glia radial (Parent etal., 1997a) y provoca la

dispersion de células progenitoras (Jessberger et al., 2005a). La proliferacion celular tiene
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una duracion aproximada de 3 a 4 semanas después de la induccion del SE, regresando a
la linea basal en dias posteriores (Parent et al., 1997a). Se ha propuesto que el incremento
en la actividad neuronal favorece la proliferacion y diferenciacion celular, ya que las células
troncales neurales pueden detectar y responder a la actividad eléctrica a través de canales
de calcio y receptores especificos, lo cual desencadena cambios en la expresion génica
(Deisseroth et al., 2004a) y activar algunas vias de sefalizacion como Notch, Sonic
hedgehog y Wnt, y que participan de forma constitutiva en este proceso (Sibbe et al., 2012).
Por otra parte, se ha propuesto que la hiperexcitabilidad puede llevar a la expresion de
factores neurotréficos como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF),
incrementando la proliferacion celular (Isackson et al., 1991).

Siguiendo con la progresion dentro del proceso neurogénico, hay evidencia de que
la induccidén de crisis convulsivas acelera la maduracion funcional e integracion de nuevas
neuronas granulares (Enikolopov et al., 2015). Sin embargo, la morfologia y migracion de
estas células parece estar alterada (Jessberger y Parent, 2015). En condiciones normales,
las células granulares se conforman por una dendrita unica que surge de la porcion apical
del soma y proyecta hacia la capa molecular. En contraste, en condiciones de
hiperexcitabilidad las células granulares extienden una dendrita basal adicional hacia el
hilus (Shapiro y Ribak, 2006a). Ademas, en etapas posteriores de desarrollo, estas
dendritas basales estan cubiertas con abundantes espinas con morfologia inmadura
(Shapiro y Ribak, 2006a). No obstante, a pesar de esta morfologia aberrante, parece ser
que varias de estas nuevas células se integran de forma exitosa al circuito del GD (Kron
etal.,, 2010), teniendo como consecuencia cambios en la conectividad de circuitos
preexistentes.

Ademas de la morfologia aberrante, se ha reportado que la induccion de SE altera
la migracion de las nuevas neuronas. En ratas, se ha reportado que una proporcion
considerable de nuevas células granulares migran de manera ectopica hacia el hilus y hacia
el borde entre el hilus y CA3, en donde maduran y se integran. A pesar de su localizacion
ectdpica, su perfil electrofisiolégico es similar a las neuronas nacidas en condiciones
normales y reciben conexiones provenientes de la via perforante (Scharfman et al., 2000a).

En cuanto a la contribucion funcional de las nuevas neuronas inducidas por SE, se
ha propuesto que la ablacion de estas neuronas interrumpe la epileptogénesis y reduce la
frecuencia de crisis espontaneas (Jung et al., 2006a). Sin embargo, no solo se ha reportado
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que la neurogénesis aberrante contribuye a la epilepsia, sino que también ha sido asociado
al declive cognitivo (Cho et al., 2015a). Por otra parte, se ha reportado que la neurogénesis
adulta podria estar protegiendo al hipocampo ante la induccién de crisis epilépticas severas
(Jain et al., 2019). Se necesitan mas estudios para determinar si estas nuevas neuronas
generadas estan favoreciendo la formacion del circuito epileptogénico o si es un
mecanismo de reparacion.

Desde un punto de vista clinico, y como se reviso en la seccidon de epilepsia, las
crisis pueden clasificarse por su grado de severidad, y la mayor parte de la literatura se
centra en el estado mas grave del padecimiento que comprende crisis tonico-clonicas
generalizadas y su impacto en la neurogénesis; sin embargo, hay pocos reportes que
evaluen otros grados de severidad (Mohapel et al., 2004a; F. Yang et al., 2008). Algunos
de estos hallazgos sugieren que hay diferencias entre convulsiones no severas y
convulsiones tonico-clonicas generalizadas; no obstante, hay diversidad en los resultados.
En el trabajo de Mohapel y colaboradores (2004), donde evaluan diferentes tipos de
intensidad del SE por induccién eléctrica en rata, se reporta que no hay diferencia en la
etapa de proliferacion celular, pero en estados mas graves se encuentra disminuido el
numero de neuronas que han sobrevivido (Mohapel et al., 2004a). En contraste, en el
estudio de Yang y colaboradores (2008), donde también se evalud el proceso neurogénico
en repuesta a la induccién de CL y CS por la administracion de AK i.p., reportan que, si bien
hay proliferacion en ambas condiciones, dicha proliferacion se ve mas exacerbada en las
convulsiones graves, mientras que en condiciones leves existe una mayor integracion de
neuronas nuevas (F. Yang et al., 2008).

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion, se reporté que las nuevas
neuronas, generadas por un dafo focal excitotoxico inducido por la administracion
intrahipocampal de AK en rata, pasan por un proceso de proliferacién exacerbada, seguida
de una morfologia inicial aberrante de las células jovenes que tiende a la normalidad con el
paso del tiempo y que las nuevas células pueden activarse en respuesta de una tarea de
memoria, dependiente del giro dentado pero no ante una tarea independiente de él (Aguilar-
Arredondo y Zepeda, 2018a; Zepeda et al., 2013a). De manera interesante y como
antecedente directo de este proyecto, esta administracion de AK producia algunas

manifestaciones epileptogénicas como sacudidas caracteristicas de crisis no convulsivas,
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lo que nos permite sugerir que el proceso neurogénico podria estar variando segun la
intensidad de las crisis, asi como su impacto en el desempeio en una tarea de memoria.

En un estudio realizado por Sierra y colaboradores (2015), que marca un
antecedente directo a este proyecto, se evalu6é como distintos niveles de hiperexcitabilidad
afectan de manera particular a las diferentes fases de la neurogénesis adulta. Una dosis
baja de AK no produjo manifestaciones conductuales evidentes, pero si mostré actividad
epileptiforme en el EEG, mientras que una dosis alta de AK indujo crisis epilépticas severas
y recurrentes. Ademas, en el grupo donde las crisis no eran evidentes, se acelero la
activacion de las células gliales radiales (RGL) y provoco el aumento en la proliferacion de
astrocitos. Esto contrasta con los resultados obtenidos en animales que presentaron crisis
epilépticas cronicas y severas, donde las RGL se dividieron de manera simétrica, y tanto
las células progenitoras como su progenie se diferenciaron en astrocitos reactivos. Como
consecuencia de la disminucién de los progenitores, se identific6 una reduccion en el
numero de nuevas neuronas a largo plazo en ambas condiciones, siendo mas evidente en
la de mayor severidad (Sierra et al., 2015). Es relevante destacar que si bien, este estudio
mostro que distintos niveles de hiperexcitabilidad influyen en la neurogénesis, no se indago
sobre la maduracion de las nuevas neuronas. Esto destaca la importancia de nuestra
investigacion, que busca comprender como otros niveles de hiperexcitabilidad impactan en
distintas fases del proceso neurogénico y en particular en el proceso de maduracion de las
células sobrevivientes al evento de hiperexcitabilidad.
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2. Planteamiento del problema.

La neurogénesis adulta es un mecanismo de plasticidad neuronal que es susceptible
de ser modulado por diferentes eventos, incluyendo condiciones patolégicas como la
hiperexcitabilidad asociada a trastornos neuroldgicos como la epilepsia. La epilepsia es un
trastorno caracterizado por hiperexcitabilidad e hipersincronia neuronal que induce una
actividad convulsiva continua. Sin embargo, la mayoria de los reportes que buscan
caracterizar si el proceso neurogénico se altera en condiciones de hiperexcitabilidad estan
enfocados en la forma mas severa y crénica asociada a modelos de epilepsia. Hallazgos
previos han sugerido que la intensidad del estimulo epileptogénico puede influir en el
proceso neurogénico. No obstante, aun se desconoce si la diferencia entre un modelo de
crisis epilépticas leves (CL) y de crisis epilépticas severas (CS) agudas tiene un impacto en
el posicionamiento y maduracion de las nuevas neuronas y si la presentacion de las
diferentes crisis podria estar relacionado con alteraciones en la ejecucion de tareas de
memoria dependientes de hipocampo. Por lo que, en este proyecto, se plante6 responder
a las siguientes preguntas:

e Qué diferencias hay en el proceso neurogeénico del giro dentado en términos de
numero de nuevas células, su maduracion y su posicionamiento en el contexto de la
induccion de crisis epilépticas leves y crisis severas agudas?

o ;Existen diferencias en la ejecucion de tareas de memoria dependientes de
hipocampo en individuos que experimentan crisis epilépticas leves en comparacion

con aquellos que experimentan crisis severas agudas?

2.1. Objetivo general

Evaluar las diferencias en el numero de células y la maduracion de las neuronas nacidas
en el contexto de crisis epilépticas leves y de crisis severas agudas y su posible relacion

con la ejecucion de tareas de memoria.

2.2. Objetivos particulares

- Evaluar el impacto de la induccién de crisis epilépticas leves y crisis severas agudas

en el numero de células y maduracion de las nuevas neuronas.
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2.3.

Evaluar las diferencias en la ejecucion de una tarea de memoria dependiente del
hipocampo y giro dentado en la condicion de crisis leves y crisis severas agudas.
Hipoétesis

Los diferentes grados de hiperexcitabilidad impactaran diferencialmente en el

numero de células nuevas y en su maduracién lo cual repercutira en la ejecuciéon de

tareas de memoria dependientes de hipocampo.

3. Metodologia

3.1. Animales

El protocolo de esta tesis se desarrollé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana

NOM-062-Z00-1999 y fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM.

Se utilizaron ratones hembra y machos transgénicos jovenes de entre 2-4 meses de edad.

Los animales fueron alojados en cajas de acrilico con ciclos controlados 12h luz / 12h

oscuridad, las manipulaciones fueron llevadas a cabo durante el periodo de luz,

temperatura entre 22° a 24° y acceso a comida y agua ad libitum.
3.2. Modelo transgénico ASCL1/TOM.

Para el modelo transgénico utilizado, se emplearon las siguientes lineas:

Ascl1CreERT2 (Agc|1tm1(Cre/ERT2)ejo) ). Esta linea permite la expresion de la enzima
Cre-recombinasa bajo el control del promotor del factor de transcripcion proneural
Ascl1. La recombinasa Cre se expresa unicamente en las células que expresan
Ascl1 (células tipo 1 y tipo 2) y su actividad es inducida por la administracion de
tamoxifeno (TAM), que facilita la translocacion de Cre al nucleo.

Linea reportera condicional CAG*floxStop-tdTomato (clon Ai14) (B6;129S6-
Gt(ROSA)26Sor*tm14(CAG-tdTomato)Hze/J): Esta linea permite la expresion de
la proteina fluorescente roja tdTomato en células donde se ha eliminado el casete

de stop, floxeado por una enzima Cre recombinasa.

Los animales Ascl1°ERT2 se cruzaron con ratones de la linea reportera condicional

CAGloxStop-tdTomato narg generar ratones Ascl1/Tom (Figura 3). Esto permite marcar con

la proteina fluorescente roja tdTomato a todas las células que expresan el factor de
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transcripcion Ascl1, lo cual facilita la identificacidn de nuevas células y el analisis de su
maduracion a lo largo del proceso neurogénico (Kim et al., 2011b; S. M. Yang et al.,
2015b).

- ASCl1  cre = —loxP —@-«u? -—
Ascl1-CreER CAGfloxstop-TdTomato
oo -
—Ascll e —
Ascl1l/TOM

Figura 3. Representacion del modelo transgénico Ascl1/Tom. Los ratones Ascl1-CreER expresan la
recombinasa CreER bajo el control del promotor Ascl1. Los ratones CAG-flox-stop-TdTomato contienen el
gen reportero TdTomato, precedido por una secuencia de STOP flanqueada por sitios LoxP. Al cruzar estos
ratones, la recombinasa Cre elimina la secuencia STOP en presencia de tamoxifeno, permitiendo la expresion

de TdTomato en las células que expresan Ascl1, generando el ratén Ascl1/TOM.

3.3. Genotipificacion

Para identificar a los ratones Ascl1/Tom, se realizé la extraccién de ADN a partir de
una porcion de la cola de ratones de 3 a 4 semanas de edad. Se utilizo el kit Phire™ Tissue
Direct PCR (Thermo Fisher Scientific). La PCR se llevo a cabo para amplificar ambas
secuencias de interés, las secuencias de oligdmeros utilizados para la PCR son Cre reverso
5 GGTTTCCCGCAGAACCTGAA y Cre hacia adelante 5AGCCTGTTTTGCACGTTCACC.
Una vez obtenidos los productos de la PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa
al 2% con el tinte fluorescente de acidos nucleicos GelRed para determinar el genotipo de

los ratones mediante el analisis en el fotodocumentador.

3.4. Administracion de tamoxifeno (TAM)

Con el objetivo de promover la expresion de td-Tomato (Tom) en la progenie de las
células que expresan Ascl1, se administré a los sujetos tamoxifeno (TAM, Sigma Aldrich;
>99%) i.p. (120 ug/g) mediante 4 inyecciones en 2 dias consecutivos en un intervalo de 8
horas, dos dias previos a la administracion de AK. Antes de la administracion, los animales

fueron pesados para ajustar la dosis.
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El volumen de inyeccion para cada animal se calculd con la siguiente operacion:

1000ul>

m
Volumen de inyeccion (ul) = Peso del animal (kg) x (Dosis _g) X (Stock 30myg

kg

Durante y después de la administracion del tamoxifeno, se realizé un monitoreo continuo

del bienestar de los animales para garantizar que no experimentaran efectos adversos.

3.5. Modelo de acido kainico (AK)

Para inducir la hiperexcitabilidad, se administré acido kainico (AK, Sigma Aldrich;
0.75 mM) disuelto en buffer de NaOH (pH 7.4) a una concentracion de 3 mg/ml por via
intraperitoneal (i.p.) a los ratones. Antes de la administracion, los animales fueron pesados
para ajustar la dosis. En este estudio, se emplearon dos dosis de AK para inducir crisis
epilépticas con diferentes grados de severidad, definidos segun las manifestaciones
conductuales observadas y clasificadas con base en la escala de Racine. La dosis de 5
mg/kg generd predominantemente crisis clasificadas como Racine 1y 2, definidas en este
estudio como crisis leves agudas (CL), mientras que la dosis de 25 mg/kg produjo crisis
clasificadas como Racine 3, 4 y 5, las cuales denominamos crisis severas agudas (CS).

El volumen de inyeccion para cada animal se calculd con la siguiente operacion:

1000ul>
3m

m
Volumen de inyeccion (ul) = Peso del animal (kg) x (Dosis k_gg> X (Stock

Por ejemplo para un ratén de 20 g se hicieron los siguientes calculos:

o Para la dosis de 5 mg/kg:

0.020kg x (322)x () = 33.3 pl

1kg 3mg

o Para la dosis de 25 mg/kg:

0.020kg x (Z22)x (o2%) = 166.7

1kg 3mg

El comportamiento de los animales se registré en video desde el momento de la
administracion del AK hasta tres horas después, y las manifestaciones conductuales
asociadas a las crisis epilépticas fueron clasificadas utilizando la escala de Racine
modificada para raton. Las crisis leves (CL) se definieron como aquellas pertenecientes a
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la Fase 1 (inmovilidad) y Fase 2 (movimientos masticatorios y automatismos faciales). Las
crisis severas (CS) incluyeron Fase 3 (movimientos exacerbados de extremidades
superiores), Fase 4 (pérdida de postura, brincos espontaneos y pérdida de equilibrio) y
Fase 5 (convulsiones ténico-clonicas generalizadas) (Sharma et al., 2018). Posteriormente,
los animales permanecieron en monitoreo y seguimiento. Cabe destacar que, en ninguna
de las condiciones experimentales, se observo desarrollo de epileptogénesis, lo que indica
que estas crisis representan un modelo experimental de eventos agudos en lugar de un
modelo de epilepsia recurrente. Aunque estas manifestaciones pueden asociarse
parcialmente con crisis epilépticas leves (Racine 1y 2) y estatus epiléptico (SE) (Racine 3,
4 y 5), en este trabajo se optd por clasificarlas segun su severidad, basandonos en sus
caracteristicas conductuales y motoras observadas, mas que en los criterios estrictos de
diagnéstico clinico. Este enfoque nos permitié explorar las diferencias en la intensidad de
las manifestaciones agudas en un contexto experimental. Esto sera detallado en la seccion

de resultados.

3.6. Registros electroencefalograficos (EEG)

Con el objetivo de conocer el patron electroencefalografico y la evolucién de la
actividad epileptiforme en respuesta a la administracion de los distintos tratamientos, se
llevé a cabo un registro EEG. Siete dias previos al ensayo experimental, se realizo la
implantacion de electrodos epidurales de forma bilateral en las siguientes coordenadas:
desde Bregma (mm): +2 anterior, -3 posterior, +1.5 hemisferio derecho y -1.5 hemisferio
izquierdo. El ensayo experimental comenz6 con 30 minutos de habituacion a los cables de
registro asegurando que el animal se encontrara en vigilia tranquila para evitar posibles
artefactos de movimiento en el registro. Posteriormente, se obtuvo un registro inicial de 30
minutos, para determinar la actividad basal del sujeto. Después de finalizar el registro inicial,
se llevo a cabo la administracion de los tratamientos: 15 mg/kg de solucion salina, 5 mg/kg
de AK o 25 mg/kg de AK, y se registr6 a los animales durante 3 horas continuas.
Simultaneamente, se realizd un registro conductual para evaluar los comportamientos
asociados a la administracion de los distintos tratamientos como fue descrito en la seccion
anterior.

Para dar seguimiento a la evolucion de la actividad electroencefalografica, se

realizaron registros de seguimiento, los cuales consistieron en el registro de la actividad
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durante 60 minutos 1 dia y 1, 2 y 3 semanas posteriores al registro EEG inicial para
determinar la posible duracién y presencia de actividad epileptiforme en la ventana de
evaluacion de este proyecto.

Para el analisis de los registros, se segmentaron las 3 horas de registros en
intervalos de 30 minutos para medir la duracién de cada trazo epileptogénico. Se definio
como trazo epileptogénico a la actividad en donde se presentaban descargas ritmicas
sostenidas o complejos espiga-onda de alta amplitud. El inicio de cada trazo epileptogénico
se identifico en el momento en el que aparecia la actividad ritmica sostenida y de alta
amplitud, mientras que el final del trazo se establecié cuando la actividad mostraba una
reduccion en la amplitud y frecuencia, volviendo a niveles basales o con una disminucién
clara en la intensidad de las descargas. La duracion de cada trazo epileptogénico fue
medido y contabilizado dentro de cada intervalo de 30 minutos, permitiendo evaluar tanto
la intensidad como la dinamica temporal de las descargas epileptogénicas a lo largo del
registro. Posteriormente, los datos obtenidos fueron utilizados para comparar las
caracteristicas de la actividad epileptiforme inducida por diferentes dosis de AK (5 mg/kg y
25 mg/kg), en términos de severidad y progresion temporal.

3.7. Protocolos conductuales

3.7.1. Habituacién al cuarto de experimentacion y al experimentador

Tres semanas después de la ultima inyeccion de TAM, se inici6 la manipulacion de
los animales por 3 dias consecutivos dentro del cuarto de experimentacion. Con ello se
procura que los animales atiendan a las tareas y no al cuarto o al experimentador.

Con el objetivo de evaluar las diferencias en la ejecucion de los animales en una
tarea de memoria en ambas condiciones, se entrend y evalué a los sujetos en las tareas de
reconocimiento de lugar y condicionamiento aversivo contextual ambas relacionadas con

el funcionamiento del hipocampo.

3.7.2. Campo abierto

Para evaluar los niveles de ansiedad y el desempefio motor de los animales, se
expuso a los animales a la tarea de campo abierto 20 dias después de la administracién de
AK. Se colocé de manera individual a cada sujeto en la arena de campo abierto, y se le

permitié explorarla durante 10 minutos. Se contabilizé el numero de cruces totales y el
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tiempo de exploracion en el centro y periferia como indicador de ansiedad y actividad

locomotora.

3.7.3. Memoria de localizaciéon de objetivo (OLM).

El dia 22 y 23 después de la administracion de AK se realizé la tarea de OLM. Este
procedimiento se llevd a cabo en una caja de acrilico blanca (40 cm de ancho x 40 cm de
largo x 25 cm de alto). En una de las paredes se coloco una tira rectangular con rayas
blancas y negras que fungié como una pista contextual. Se utilizaron dos objetos idénticos
construidos con piezas de lego. Esta tarea se realiz6 en 2 fases:

- Fase de adquisiciéon: En el primer dia, los animales fueron colocados en la caja,
donde se les permitié explorar libremente durante 10 minutos dos objetos idénticos
ubicados a una distancia equidistante entre si. En esta fase, se espera que los
animales exploren ambos objetos durante un tiempo similar, lo que indicaria que no
hay una preferencia por alguno de los objetos.

- Fase de memoria: Se realiz6 la prueba de memoria a largo plazo 24 horas después
de la fase de adquisicion, durante la cual uno de los objetos fue movido a una nueva
localizacion. Se espera que los animales, debido a su tendencia a explorar lo
novedoso, dediquen mas tiempo a explorar el objeto en la nueva localizacion (LN)
en comparacion con el objeto en la localizacion familiar (LF). Se permitio a los

animales explorar libremente durante 10 minutos.

Para el analisis, se consideré6 como comportamiento exploratorio el acercamiento de la nariz
al objeto. El escalar o subirse a los objetos no se consideré como conducta exploratoria. El

indice de reconocimiento se calcul6 de la siguiente manera:

indice de reconocimiento =

(A+B)
donde A representa el tiempo de exploracion del objeto en la localizacién Ay B

representa el tiempo de exploracion del objeto en la localizacién B.

3.7.4. Condicionamiento de miedo al contexto (CFC).

Esta tarea consiste en dos fases:
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- Fase de condicionamiento: Esta fase se llevo a cabo dos dias antes del sacrificio,
en el dia 28 y 29 posterior a la administracion de AK. La tarea consistio en colocar
al sujeto de manera individual en una camara de condicionamiento, que es una caja
de acrilico transparente con una rejilla en el piso de 25 cm de ancho x 25 cm de largo
y 20 cm de alto (San Diego Instruments, San Diego, CA, EE. UU). Se permiti6 al
animal explorar libremente durante 2 minutos antes de recibir un choque eléctrico en
las patas (0.75 mA, 2 segundos de duracion), tras lo cual se retiré al animal de la
caja. El segundo dia fue idéntico al primero, pero se evaluo el porcentaje de tiempo
que el animal mostro la conducta de congelamiento antes del choque eléctrico.

- Test de memoria: Después del segundo dia de condicionamiento (en el dia 30
posterior a la administracion de AK), se llevo a cabo la fase de prueba de memoria
de miedo al contexto. Esta sesidn consistié en exponer a los animales al mismo
contexto de condicionamiento, sin el choque eléctrico, durante 180 segundos. Se
registro el tiempo de congelamiento de los animales en respuesta al contexto, lo cual
refleja sumemoria contextual. Los animales fueron sacrificados 30 minutos después

de finalizar la prueba (dia 30 post administracion de AK).
3.8. Procesamiento histolégico.

Para obtener el tejido para el analisis histologico, los animales fueron anestesiados
con una sobredosis letal de pentobarbital y por medio de una perfusion cardiaca, con 50 ml
de NaCl 0.9%, seguido de 50 ml paraformaldehido al 4% diluido en PBS, pH 7.4 se extrajo
el tejido para su posterior analisis.

El tejido se almacend en paraformaldehido a 4°C por 24 horas, y se transfirié a
soluciones al 15% y 30% de sacarosa por un periodo aproximado de 48 horas para su crio-
proteccion. Se obtuvieron cortes de secciones coronales de hipocampo de 40 micras de
grosor por medio de un criostato (Microm HM550, Thermo Scientific, Waltham, MA, EU).
Se obtuvieron series de 4 secciones que se almacenaron en solucion crioprotectora (25%
etilenglicol, 25% glicerol y PB 0.1M, pH7.4) para su analisis inmunohistoquimico.

3.8.2. Inmunofluorescencia
Para identificar las células generadas, asi como su morfologia, después de la CL y CS, se

llevaron a cabo inmunofluorescencias en el tejido recolectado para identificar las células
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nuevas marcadas por Ascl1/Tom+. Se tomaron cortes seriados (1 de cada 4 secciones) con
120 micras de separacion.

Los cortes seleccionados fueron sometidos a 3 lavados en PBS (0.1 M, 0.9% NacCl,
pH 7.4) con una duracion de 10 minutos cada uno, seguido del paso de permeabilizaciéon
con PBS-Tx (Triton 0.3%) durante 30 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo el paso de
bloqueo donde los cortes fueron sumergidos en solucion de bloqueo (5% de suero normal
de caballo, Vector Laboratories, Burlingame, CA; en PBS-Tx 0.3%) a temperatura ambiente.
Se incubo el anticuerpo primario para detectar Tom (anti-RFP conejo, 1:1000) durante 48
horas a 4°C. Después de la incubacién el anticuerpo primario, se llevaron a cabo 3 lavados
PBS de 10 minutos y se incub6 en anticuerpo secundario (Alexa Fluor 546 anti-conejo
Invitrogen; Daylight 594 anti-cabra, Jackson Immunoresearch por 24 horas a temperatura
ambiente. Para marcar los nucleos, los cortes fueron expuestos a DAPI (1:350) durante 10
minutos seguido de 3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno. Finalmente, los cortes
fueron montados en laminillas silanizadas Superfrost Plus utilizando el medio de montaje
para fluorescencia (Dako; Carpinteria, EUA.) para ser almacenados a 4°C.

3.9. Estrategia experimental
Para llevar a cabos los procedimientos previamente descritos, se planted la siguiente
estrategia experimental (Figura 4):
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Figura 4. Descripcion esquematica de los procedimientos experimentales. a) Esquema del modelo
transgénico Ascl1/TOM: Visualizacion de los constructos genéticos. b) Grupos experimentales: Se presentan
las diferentes condiciones experimentales, dividiendo a los sujetos en grupos segun la severidad de las crisis
epilépticas inducidas por AK. c) Linea del tiempo detallada de los registros EEG en los diferentes grupos
experimentales. d) Linea del tiempo de los procedimientos previos para la induccién de la recombinacion, la
administracion de AK y las pruebas de memoria. El analisis EEG y los protocolos conductuales se realizaron
en grupos de sujetos independientes.Se incluye el analisis mediante técnicas histolégicas. TAM: Tamoxifeno,
AK: acido kainico, EEG: electroencefalograma, CA: campo abierto, OLM: memoria de localizacion de objeto,

CFC: memoria de condicionamiento de miedo al contexto. (Imagen creada con Biorender.com).
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3.10. Microscopia y analisis de imagenes.

Adquisicion de imagenes

Se obtuvieron las imagenes analizadas a partir de 5 cerebros de la condicion control,
6 cerebros de la condicion CL y 6 cerebros de la condicion CS. Se analiz6 la region
correspondiente al GD dorsal, de 4 secciones seriadas que se capturaron mediante
microscopia confocal (Nikon A1R + STORM). Las imagenes se capturaron en el eje z,
utilizando un objetivo de inmersion en aceite de 40x, con un total de 25 a 29 cortes Opticos
adquiridos a intervalos de 1.5 uym entre cada plano focal, en modo serial. Se analizé de
manera aleatoria una region de interés (ROI) de la cresta, dos de la capa suprapiramidal y
una de la infrapiramidal.
Estimacion semiestereolégica del niumero total de células

Se llevé a cabo la estimacidon del numero total de nuevas células por mm? en todo el
GD vy sus subregiones. La estimacion se basé en la ecuacion del fraccionador optico
reportada por Keuker et al (Keuker et al., 2001):

Noy 1 1 1
= k —— % % ——
¢ ssf asf tsf

donde: N es el numero total de células estimado, Q es el conteo total de células, ssf es la

fraccidon de muestreo de la seccion (section sampling fraction), asf es la fraccidén del area
de la muestra (area sampling fraction), y tsfes la fraccidon del grosor de la muestra (thickness
sampling fraction). El volumen analizado (mm?) del giro dentado fue estimado con base en
el principio de Cavalieri.

V =T = XAi
donde V es el volumen estimado, T es el inverso de la fraccion de muestreo de la seccion

multiplicado por el grosor de la seccion, y Ai es el area analizada de cada seccion.

Clasificacion para el analisis de posicién y maduracion de las nuevas neuronas
(Tom+)

La identificacion de células Tom+ se llevd a cabo mediante el plugin Weka
Segmentation 3D y las herramientas 3D counter y analyze particles en Fiji.
Para el analisis del posicionamiento, se siguié el método reportado por Esposito et al
(Esposito et al., 2005b). Se realizé un conteo del numero de células ubicadas en la zona
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subgranular (ZSG), en la capa granular (CGL), la cual se dividié en dos: CGL1 (cercano al
hilus) y CGL 2 (mas cercana a la zona molecular), y en el hilus (H) del GD.
Para el analisis de maduracion de las células, se aplico el criterio reportado por Esposito
et al (Esposito et al., 2005b) con algunas modificaciones:
- RGL (Radial Glia-Like, por sus siglas en inglés): Caracterizadas por el despliegue
de una dendrita larga con prolongaciones muy cortas.
- Tipo A/B: Corresponde a la morfologia de progenitor neuronal, caracterizado por un
soma alargado, con o sin prolongaciones a los costados que van paralelos a la CGL.
- Tipo C: Caracterizadas por desplegar un arbol dendritico apical sin espinas, que se
extiende por la CGL, alcanzando la capa molecular medial.
- Tipo D: Células con fenotipo de neurona madura, con un soma redondeado y el
despliegue del arbol y espinas dendriticas hacia la capa externa de la capa

molecular.
3.11. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de las células Tom+ en los distintos grupos
pasaron la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para verificar su distribucion normal (p>
0.05). Para comparar la estimacién del numero total de células Tom+, la proporcion de
células ubicadas en las distintas zonas GD (SGZ, CGL1, CGL2 e hilus), y la proporcién de
células segun su clasificacion fenotipica y fase de maduracion (RGL, tipo A/B, tipo C y tipo
D) entre los distintos grupos experimentales, se aplico un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de una prueba de Tukey para comparaciones multiples.

Para el analisis de actividad EEG global entre condiciones (5mg/kg de AK y 25 mg/kg de
AK) se llevo a cabo una prueba de t de Student para comparar la actividad epileptiforme
global. Para analizar el numero de cruces en la prueba de CA y el porcentaje de tiempo de
inmovilidad en la fase de memoria de la prueba de CFC, se utilizé un ANOVA de una via,
seguido de una prueba de Tukey para comparaciones multiples entre cada una de las
condiciones experimentales. Para el analisis de la prueba de OLM, se aplicd la prueba t de
Student para muestras pareadas para comparar los indices de exploracion entre las
localizaciones (L1/LF y L2/LN) en cada grupo experimental, tanto en la fase de adquisicion

como en la fase de memoria.
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Se consideré como estadisticamente significativo un valor de p<0.05. Los datos fueron
analizados utilizando el software GraphPad Prism 10.1.1.
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4. Resultados.

4.1. Analisis conductual de la induccion de crisis por la administraciéon sistémica
de acido kainico.

Para caracterizar nuestro modelo experimental, realizamos un analisis conductual tras
la administracién de dos dosis distintas de AK. Este analisis permitio clasificar a los grupos
experimentales segun la severidad de las crisis inducidas. La administracién i.p. de AK,
esta asociada con una alta tasa de mortalidad, lo cual concuerda con nuestros resultados
(Rusina et al., 2021b). En nuestros resultados, observamos que aproximadamente el 25%
de los animales tratados con una dosis alta de AK (25mg/kg) presentaron crisis epilépticas
tonico-clonico generalizadas que culminaron en la muerte, mientras que los animales
tratados con una dosis baja (5mg/kg) no presentaron crisis tonico-clonicas generalizadas y,
en consecuencia, no se registraron muertes experimentales (Figura 5a).

Por otro lado, se evidencid una considerable variabilidad entre sujetos. Aunque los
animales recibieron la misma dosis, la intensidad de las crisis epilépticas fue distinta entre
ellos, lo que va en concordancia con otros trabajos (Benkovic et al., 2004b). En el grupo
con una dosis baja de AK (5mg/kg), el 72.72% de los animales experimentaron crisis
epilépticas con manifestaciones motoras correspondientes a la escala de Racine 1/2
mientras que, en el grupo con una dosis alta de AK (25mg/kg), el 70% de los sujetos
(incluyendo a los animales que no sobrevivieron) presentaron crisis epilépticas con
manifestaciones motoras correspondientes a la escala de Racine >3. Para el analisis
histologico y conductual se clasificaron los grupos experimentales en funcion de la
severidad de las crisis epilépticas observadas en ambas condiciones experimentales
(Figura 5b). Para evaluar el efecto conductual de la administracion de 5 mg/kg AK y 25
mg/kg AK, se observé el comportamiento de los diferentes grupos durante un periodo de 3
horas después de la administracion i.p. de AK (Figura 5c). La contabilizacion de las
manifestaciones conductuales se llevd a cabo describiendo el tipo de comportamiento
observado en intervalos de 5 minutos, utilizando la escala de Racine modificada para
ratones descrita en la metodologia. Este enfoque permitio clasificar y registrar de manera
sistematica las respuestas conductuales inducidas por la administracion de AK en cada

grupo.
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En el grupo administrado con 5 mg/kg de AK, se observaron manifestaciones
conductuales y motoras correspondientes a las fases 1 (inmovilidad) y 2 (movimientos
masticatorios), las cuales se mantuvieron durante aproximadamente 1 a 1.5 horas antes de
qgue los animales retornaran a una actividad basal. Estas caracteristicas llevaron a definir
este grupo como crisis leves (CL). Por otro lado, en el grupo que recibio 25 mg/kg de AK,
los animales presentaron comportamientos motores, correspondientes a la fase 3
(movimientos de extremidades) y la fase 4 (pérdida de equilibrio y crisis tonico-clénicas),
principalmente durante la primera y segunda hora, con la persistencia de las fases 1y 2
hasta por 3 horas. Este grupo se defini6 como crisis severas (CS). Si bien estas
manifestaciones pueden asociarse con un modelo de crisis epilépticas transitorias (Racine
1y 2) y con un modelo de estatus epiléptico (SE) (Racine 3, 4 y 5), respectivamente,
optamos por clasificar las condiciones experimentales en funcién de la severidad de las
manifestaciones motoras observadas. Este enfoque no solo permitio establecer dos
modelos de crisis agudas con diferente intensidad y duracion, sino que también sirvié como
base para los analisis posteriores sobre neurogénesis que seran detallados en las

siguientes secciones.
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Figura 5. Caracterizacion conductual del modelo tras la administracion intraperitoneal (i.p.) de dos
dosis distintas de AK. a) Porcentaje de animales que sobrevivieron tras la administracion de 5 mg/kg y 25
mg/kg de AK, en relacion con el nimero total de animales tratados. b) Porcentaje de animales que alcanzaron
las distintas fases (Sin crisis, Fase 1/2 y Fase >3) en funcién de la dosis administrada de AK. c)
Representacion grafica de la fase alcanzada a lo largo del tiempo tras la administracion de AK. El grafico
muestra el tiempo transcurrido desde el inicio de la administracion. Las muestras representativas son: solucion

salina (SS, n=9, circulos azules), 5 mg/kg AK (n=10, circulos naranjas) y 25 mg/kg AK (n=9, circulos rojos).

4.2. Analisis de los patrones de actividad electroencefalografica inducidos por la
administraciéon de AK.

Con el objetivo de identificar el patron de actividad electroencefalografica y establecer
su relacion con las manifestaciones motoras de las crisis epilépticas previamente descritas,
se realizd un registro electroencefalografico (EEG) en cada condicion experimental el dia
de la administracion, utilizando solucion salina para el grupo control y con una dosis de
5mg/kg y 25 mg/kg de AK para los grupos CL y CS respectivamente durante 3 horas post-
AK. Previamente a la administracion, se evalud la actividad electroencefalografica en los
estados de vigilia activa y vigilia tranquila y se obtuvo una linea basal de actividad
electroencefalografica por 30 minutos. Posteriormente, se llevd a cabo un seguimiento
semanal (1, 7,14, 21 dias post AK) por 1 hora para evaluar la actividad EEG en periodos
posteriores a la administracion del tratamiento (Figura 6a).

Se muestran un muestrario de los trazos representantivos en cada una de las
condiciones experimentales: grupo control (Figura 6b), Grupo CL (Figura 6¢) y CS (Figura
6d). Se observo que los animales de la condicidn CL presentaron una duracion mas corta
de los trazos de la actividad electroencefalografica en comparacion con el grupo de CS, en
el cual la duracion de los trazos fue prolongada. En contraste, en el grupo CS, los trazos
eran continuos. Ademas, se identificé una asociacion entre la duracion e intensidad de la
actividad y la severidad de las manifestaciones motoras de acuerdo a la escala de Racine.

La latencia de la primera crisis fue en promedio de 11 minutos post-administracion de
AK en los animales del grupo CL, mientras que en los animales del grupo CS el promedio
fue de 6 minutos post-AK, lo que sugiere un inicio mas tardio de la actividad con la dosis
de 5 mg/kg de AK en comparacion con la dosis de 25 mg/kg de AK. En el grupo CL, se
observo una disminucién gradual de la actividad hacia las 3 horas, mientras que en el grupo
CS, la actividad no ceso y se mantuvo exacerbada. Es importante destacar que esta
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actividad estuvo limitada exclusivamente al dia de la administracion, ya que en el
seguimiento posterior no se observaron crisis espontaneas recurrentes (SRS, spontaneus
recurrent seizures, por sus siglas en inglés).

Se realiz6 un analisis de la duracion de los trazos epileptiformes registrados a intervalos
de 30 minutos a lo largo de las 3 horas de registro (Figura 4e). El analisis considero tres
factores principales: tiempo (intervalos de 30, 60, 90, 120 y 150 minutos), tratamiento (grupo
CL vs. CS) e interaccion entre estos dos factores. En general, el grupo CL mostré trazos
epileptiformes de menor duracién en comparacion con el grupo CS. Durante los primeros
30 y 60 minutos, aunque no se observaron diferencias significativas entre grupos, la
duracion de los trazos fue mayor en el grupo CS (media+SEM) (30min: 814+227.5; 60min:
1396+230.1), que en el grupo CL (30min: 324+155.1; 60min: 759.8+283.5),
manteniéndose esta tendencia con el tiempo. A los 90 minutos, la diferencia fue mas
evidente, con el grupo CL presentando una menor duracion de los trazos (90min:
538+231.5) en contraste con el grupo CS (90min: 1522+160.66) (ANOVA de dos vias:
Fe.45= 56.30, **p<0.01), diferencia que persistié hasta el final del registro (CL: 120min:
629.6+283.9; 150min: 278.8+193.6); (CS: 120min: 1670+130; 150min:1691+109).

En términos generales, se registré una actividad de mayor duracion en el grupo CS
(mediat+ SD) (7093 + 1160) en comparacion con el grupo CL (2530 + 2337); (1(7)=3.538,
**p<0.001) (Figura 6f) (expresado en segundos).

La evaluacion conductual, junto con el analisis electroencefalografico, nos permitio
establecer un modelo experimental que refleja las diferencias en las manifestaciones de las
crisis epilépticas y los patrones de actividad epileptogénica tras las distintas
administraciones de AK. Esto nos permitié clasificar a los sujetos experimentales en dos
grupos: crisis leves (CL) y crisis severas (CS) agudas. Estas observaciones facilitaron la
clasificacion precisa de los grupos experimentales segun la severidad de las crisis,
permitiendo llevar a cabo los analisis que se describen en las siguientes secciones de
resultados.
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Figura 6. Representacion del patrén electroencefalografico en las condiciones control, 5 mg/kg de AK
y 25 mg/kg de AK. a) Esquema del protocolo experimental de Registros EEG. b) Muestrario de la evolucion
de la actividad electroencefalografica de un sujeto control. Se sefiala un trazo representativo durante la etapa
de vigilia activa (panel izquierdo y vigilia tranquila (panel derecho). d) Muestrario de la evolucién temporal de
la actividad electroencefalografica en un sujeto administrado con una dosis de 5 mg/kg de AK (Grupo CL). En
el panel izquierdo, se presenta un trazo representativo durante la etapa de vigilia activa, mientras que en el
panel derecho se muestra la actividad durante la vigilia tranquila previa a la administracion de AK. A
continuacion, se presenta un trazo correspondiente al periodo de latencia de inicio de la primera crisis, y los
trazos posteriores a la administracion estan sefialados con el periodo de tiempo después de la misma. e)
Muestrario de la evolucion temporal de la actividad electroencefalografica en un sujeto administrado con una
dosis de 25 mg/kg de AK. e) Grafico que detalla la duracion en segundos en la cual el sujeto exhibié actividad
epileptiforme. f) Grafico de la duracion de la actividad epileptiforme en los grupos CL y CS durante todo el
registro (3hrs). El eje horizontal representa intervalos de 30 minutos, mientras que el eje vertical indica la
duracion acumulativa de la actividad epileptiforme en segundos. D: hemisferio derecho. |: hemisferio

izquierdo. La barra de escala representa 500 mV/ 2s.

4.3. Diferencias en el proceso neurogénico por la induccidon de dos perfiles de
hiperexcitabilidad.

Con el objetivo de analizar posibles diferencias en el proceso neurogénico en términos
de numero total de células nuevas, posicionamiento en la CGL y maduracién morfoldgica,
se realizaron capturas utilizando microscopia confocal en animales con crisis leves (CL,
Fases 1-2) y crisis severas (CS, Fase >3) inducidas de manera aguda por la administracion
i.p. de AK. Cabe aclarar que para este analisis, las condiciones experimentales se
definieron exclusivamente con base en el patron de actividad EEG y la severidad de las

manifestaciones conductuales observadas, sin considerar la dosis administrada (modelos
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definidos en la seccion anterior). Para el analisis, se obtuvo una captura panoramica del
giro dentado (20x) para examinar el proceso neurogénico de manera global y se analizaron
regiones de interés (ROI) de la cresta, 2 campos de la capa suprapiramidal y una de la capa
infrapiramidal en cada condicion experimental (Figura 7A, 7B, 7C).

4.3.1. Analisis del niumero estimado de células nacidas en cada contexto de
hiperexcitabilidad.

Para determinar posibles diferencias en el numero estimado de células nacidas en cada
condicion, se llevo a cabo un conteo semiestereoldgico de células Tom+ en todas las
condiciones experimentales. Los resultados indican que no hay diferencias significativas en
el numero de células Tom+ en todo el GD entre las diferentes condiciones experimentales.
Se realizé un analisis separado de las regiones anteriormente descritas, y tampoco se
observaron diferencias en el numero de células entre las condiciones experimentales
(Figura 7D).

Para evaluar si habia diferencias en el numero de células entre sexos, se llevé a cabo
un analisis donde se separaron machos y hembras (n=3 en cada grupo). En el grupo de
hembras, se observo una tendencia de un mayor numero de células Tom+ en la condicidon
CS (162780 + 12061 células por mm?3) en comparacion con el grupo CL (98545 + 30822
células por mm?3) en el GD completo (ANOVA de una via: Fpg= 3.390, p=0.0784).
Asimismo, las hembras del grupo control mostraron un mayor numero de células en
comparacion con CL en el GD completo (146397 + 13896 células por mm?® vs 98545 +
30822 células por mm?3) sin embargo, no es estadisticamente significativo (Figura 7E). Es
decir, en hembras, en el grupo control y CS hay una tendencia a un mayor numero de
células Tom+ que en la condicion de CL. Sin embargo, la dispersion de los datos sugiere la
necesidad de incrementar el numero de sujetos experimentales. En los machos, no se
encontraron diferencias en el numero de células en ninguna de las condiciones (Figura 7F).
En términos globales, parece no haber diferencias significativas en la estimacion del
numero de nuevas células entre los distintos perfiles de hiperexcitabilidad en esta ventana
de 30 dias post-induccion de crisis.
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Figura 7. Estimacion del numero de células nuevas Tom+ en el GD de la condicion control, CL y CS.
a) Imagenes representativas de las nuevas células Tom+ (rojo) y las células granulares preexistentes (azul)
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Imagenes representativas del GD de un sujeto del grupo CS. Cada conjunto de imagenes por condicion
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presenta una vista global del GD (panel superior), la cresta (segundo panel), la capa infrapiramidal (tercer
panel) y la capa suprapiramidal (panel inferior). Las capas del GD (SGZ, CGL, ML e H) estan indicadas con
leyendas blancas. Las imagenes son proyecciones maximas obtenidas de z-stacks provenientes de una
magnificacion a 40x. d) Numero total estimado de células Tom+ por mm? en el GD completo, la cresta, la zona
suprapiramidal (supra) y la zona infrapiramidal (infra) en todas las condiciones. €) Numero total estimado de
células Tom+ por mm? en el GD completo, la cresta, la zona suprapiramidal (supra) y la zona infrapiramidal
(infra) en todas las condiciones en hembras. f) Niumero total estimado de células Tom+ por mm?® en el GD
completo, la cresta, la zona suprapiramidal (supra) y la zona infrapiramidal (infra) en todas las condiciones en
machos. DAPI (azul), Tom+ (rojo). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, p<0.0001. ANOVA de una via seguido de
una prueba post hoc Tukey. Escala: 50 ym.

4.3.2. Analisis de la distribuciéon y posicionamiento de las nuevas células
nacidas en cada contexto de hiperexcitabilidad.

El posicionamiento adecuado de las nuevas células dentro de la capa granular es crucial
para el establecimiento de conexiones con las neuronas preexistentes del circuito
hipocampal, ademas de ser un indicador de la fase de maduracion (Espésito et al., 2005b).
Por ello, se busco determinar si habia diferencias en términos de posicionamiento y
migracion de las nuevas células nacidas en los distintos contextos de hiperexcitabilidad.
Para ello, evaluamos la distribucion de las células Tom+ dentro de la ZSG, la CGL y el hilus
(H) del GD (Figura 8 a,b). El analisis muestra que hay una mayor proporcion de ceélulas
ubicadas en la ZSG en las condiciones control (78.65% + 10.23 de células Tom+; **p<0.01)
y CL (76.05% =+ 7.405) en contraste con la condicion CS (55.56% + 13.708; ANOVA de
una via: F,14= 9.275, **p<0.01). En concordancia, hay una mayor proporcion de células
en la condicién CS ubicadas en CGL 1 (32.77% + 8.183) y CGL 2 (12.45% + 6.025), en
comparacion con el grupo control (CGL 1: 18.24% + 8.15; *p<0.05; CGL 2: 2.81 + 2.29:
**p<0.01), y CL (CGL 1: 21.91% + 5.64; ANOVA de una via: F(2,14= 5.83; CGL 2: 2.75% +
1.65; ANOVA de una via: F2,14= 11.83, **p<0.01). No se observaron diferencias entre los
grupos de control y CL (Figura 8c).

Para determinar si el sexo podria estar determinando diferencias en la distribucion, se
realiz6 un analisis separado de hembras y machos (n=3 por grupo). En el analisis de
hembras, se refuerzan las observaciones anteriores, ya que se encontraron diferencias
significativas en todas las comparaciones (Figura 8d). En el caso de los machos, se observa
una tendencia similar a la hembras en la proporcién de células ubicadas en la SGZ, con un
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mayor numero de células en las condiciones control y CL en comparacion con la condicidon
CS. Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas (Figura 8e).
Para obtener mayor claridad sobre como la severidad de las crisis impacta directamente
en el proceso de maduracion, se realiz6 una division entre animales de la condicion CS que
pasaron la mayor parte del tiempo presentando crisis de escala Racine 3 (movimiento
exacerbado de extremidades) y aquellos con crisis tonico-clénicas generalizadas
correspondientes a las fases 4 y 5 (pérdida de postura) (n=3 por cada grupo) (Figura 8f).
En el analisis de animales del grupo CS Racine 3, no se observaron diferencias
significativas en la proporcion de células ubicadas en ZSG y CGL1 entre los grupos control,
CL y CS Racine 3. Sin embargo, en la region CGL2, se encontré una mayor proporcion de
células en el grupo CS (8.04 + 4.91) en comparacion con el grupo CL (2.75% + 1.65;
ANOVA de una via: Fp,11)= 4.311; *p<0.05) (Figura 8g). En concordancia con lo anterior, el
analisis de CS Racine 4/5 remarca los efectos descritos anteriormente con respecto al
posicionamiento de las células. Se observaron diferencias significativas en la proporcion de
células ubicadas en la ZSG, con el grupo CS Racine 4/5 mostrando una menor proporcion
(46.61% +12.63) en comparacion con los grupos control (78.65% + 10.23; ANOVA de una
via: F2,11y= 12.25; **p<0.01) y CL (76.05% + 7.405; **p<0.01). En la region CGL1, también
se encontraron diferencias significativas, con el grupo CS Racine 4/5 presentando una
mayor proporcién de células (36.32% =+ 10.25) en comparacién con los grupos control
(Fe,11= 12.25; *p<0.05) y CL (F@2,11)= 12.25; *p<0.05). En la region CGL2, esta tendencia
se acentud aun mas, observandose una mayor proporcion de células en el grupo CS Racine
4/5 (16.23% =+ 2.90) en comparacion con el grupo CL (F2,11)= 45.84; ****p<0.0001) y control
(F,11)= 45.84; ****p<0.0001) (Figura 8h). De manera global, hay una mayor proporcion de
células ubicadas en la ZSG en los grupos de control y CL, mientras que hay una mayor
proporcion de células distribuidas en CGL 1 y CGL 2 en el grupo CS a los 30 dias post-

induccidn de crisis.
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Figura 8. Evaluacion de la distribucion de células nuevas Tom+ en el GD en las condiciones de control,
CL y CS. a) Diagrama esquematico representativo de las subdivisiones del GD (ZSG, CGL 1, CGL 2 e Hilus)
para el analisis de distribucion. b) Imagen representativa de las subdivisiones del GD para el analisis de
distribucion. c) Porcentaje de las células Tom+ distribuidas en el GD completo en relacion con el nimero total
de Tom+ en las condiciones de control, CL y CS (ANOVA). d) Porcentaje de las células Tom+ distribuidas en
el GD completo en relacion con el nimero total de Tom+ en las condiciones de control, CL y CS en el grupo
de hembras. €) Porcentaje de las células Tom+ distribuidas en el GD completo en relaciéon con el numero total
de Tom+ en las condiciones de control, CL y CS en el grupo de machos. f) Fotografias representativas de las
crisis conductuales correspondientes a la fase Racine 2/3 (panel superior) y Racine 4/5 (panel inferior). g)
Porcentaje de las células Tom+ distribuidas en el GD completo en relacion con el nimero total de Tom+ en

las condiciones de control, CL y CS Racine 3. h) Porcentaje de las células Tom+ distribuidas en el GD
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completo en relacion con el numero total de Tom+ en las condiciones de control, CL y CS Racine 4/5. Todos

los resultados estan expresados como promedio * error estandar (SEM). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

*kkk

p<0.0001. ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc Tukey. n=6 animales por grupo.

4.4.3. Analisis morfolégico de las nuevas células nacidas en distintos contextos de
hiperexcitabilidad.

Ademas del posicionamiento y migracion como indicadores de la fase de maduracion
de las nuevas células, la morfologia de las nuevas células esta igualmente asociada al
estado de maduracién (Esposito et al., 2005). Para detallar con mayor precision la
morfologia de las células generadas en cada condicion, se realizé una clasificacion de las
distintas morfologias correspondientes a las diferentes fases del proceso neurogénico,
basada en la clasificacion realizada en el trabajo de Espdsito (Espésito et al., 2005b) (Figura
9a).

Las células se clasificaron como:

- RGL (Radial Glia-Like, por sus siglas en inglés): Caracterizadas por el despliegue

de una dendrita larga con prolongaciones muy cortas.

- Tipo A/B: Corresponde a la morfologia de progenitor neuronal, caracterizado por un

soma alargado, con o sin prolongaciones a los costados que van paralelos a la CGL.

- Tipo C: Caracterizadas por desplegar un arbol dendritico apical sin espinas, que se

extiende por la CGL, alcanzando la capa molecular medial.

- Tipo D: Células con fenotipo de neurona madura, con un soma redondeado y el

despliegue del arbol y espinas dendriticas hacia la capa externa de la capa

molecular.

A partir de la clasificacion, se obtuvo la proporcion de células tipo RGL, A/B, C y D en
relacion con el total de células Tom+ en el GD. No se encontraron diferencias significativas
en la proporcion de estos tipos celulares (RGL, A/B, C y D) entre los grupos CS (RGL:
7.99% + 6.86, A/B: 29.008% + 10.27, C: 18.39% + 4.95y D: 45.109% + 13.57) y CL (RGL:
9.219% + 3.57, A/B: 32.552% + 2.903, C: 21.756 + 4.729 y D: 37.102 £2.171), ni en
comparacion con el grupo control (RGL: 5.6%1 + 23.039, A/B: 23.039% + 11.71 , C:
18.265% + 6.007 y D: 52.75% + 18.268) (Figura 9b). Para determinar si el sexo podria
influir en las proporciones de tipos celulares, se realizé un analisis separado para hembras
y machos (n=3 por grupo). No se observaron diferencias significativas entre las distintas

condiciones, tanto en hembras (Figura 9c) como en machos (Figura 9d). Para evaluar si la
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severidad de las CS influye en el fenotipo de las células, se realizé un analisis dividiendo a
los animales del grupo CS en CS Racine 3 y Racine 4/5, como se describié anteriormente
(Figura 9e). En el analisis de los animales CS Racine 3, no se observaron diferencias
significativas en las proporciones de las células entre las distintas condiciones (Figura 9f).
Sin embargo, el analisis del grupo Racine 4/5 mostré una mayor proporcion de células tipo
D en el grupo CS Racine 4/5 (67.66% +10.68), en comparacién con el grupo control (D:
52.75% + 18.268, ANOVA de una via: Fe11)= 10.69, *p<0.05) y el grupo CL (D:
37.102 £2.171, F2,11)= 10.69, **p<0.01). Adicionalmente, se observo un menor numero de
células tipo A/B en la condicion CS Racine 4/5 (13.335% + 4.25135153) en comparacion
con el grupo CL (A/B: 32.552% + 2.903, ANOVA de una via: F,11)= 8.32, **p<0.01) y el

grupo control (A/B: 23.039% + 11.71, F2,11)= 8.32, *p<0.05) (Figura 9g). Estos resultados

sugieren que la morfologia, como indicador de maduracién, varia dependiendo del nivel de
hiperexcitabilidad asociado con la severidad de las crisis.
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Figura 9. Evaluacion de la morfologias de células nuevas Tom+ en el GD en las condiciones de control,
CL y CS. a) Imagenes representativas de las distintas morfologias analizadas (Tipo RGL, A/B, C, D) junto con
un esquema de cada morfologia. b) Porcentaje de células por fenotip9 (Tipo RGL, A/B, C, D) en relacion al
ndmero total de células Tom+ en el GD de caLda condicion experimental. c) Porcentaje de células Tom+ por

fenotipo en relacion al numero total de células Tom+ en el GD de cada condicién experimental en hembras.
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d) Porcentaje de células Tom+ por fenotipo en relacién al nimero total de células Tom+ en el GD de cada
condicion experimental en machos. e) Fotografias representativas de las crisis conductuales correspondientes
a las fases Racine 2/3 (panel superior) y Racine 4/5 (panel inferior). f) Porcentaje de células Tom+ por fenotipo
en el GD completo en relacion al numero total de Tom+ en las condiciones de control, CL y CS Racine 3. g)
Porcentaje de células Tom+ por fenotipo en el GD completo en relacion al niumero total de Tom+ en las
condiciones de control, CL y CS Racine 4/5. Todos los resultados estan expresados como promedio + error
estandar (SEM). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, p<0.0001. ANOVA de una via seguido de una prueba post
hoc Tukey. n=6 animales por grupo.

4.4. Evaluacién del desempeio en tareas de memoria en distintas condiciones de
hiperexcitabilidad.

La NHA juega un papel importante en diversos procesos de aprendizaje y aprendizaje
(Cameron y Glover, 2015; Dupret et al., 2007; Kempermann et al., 1997), especialmente
debido a la capacidad de las nuevas neuronas de madurar e integrarse en el circuito
hipocampal. Por lo tanto, una perturbacién en el proceso neurogénico podria tener efectos
significativos a nivel funcional (Jessberger et al., 2009). Estudios previos han mostrado que
en modelos de epilepsia se observan afectaciones en los procesos de memoria (Pearson
et al., 2014). Por esta razdn, con los experimentos presentados en este trabajo, buscamos
determinar si la induccidn de crisis epilépticas de distinta severidad podria impactar
diferencialmente en el desempefio de tareas dependientes de neurogénesis y del
hipocampo. A continuacion, se describen nuestros hallazgos.

4.4.1. Evaluacién de locomocién y comportamiento relacionado con ansiedad en
distintos contextos de hiperexcitabilidad.

Con el fin de evaluar posibles diferencias en la locomocién y comportamiento asociado
a ansiedad en los ratones de las diferentes condiciones, se realizdé una prueba de campo
abierto (CA). Para el analisis de la actividad locomotora, se contabilizaron los cruces que
cada sujeto realizé de un cuadrante a otro durante la prueba (Figura 10a). Adicionalmente,
se muestra una imagen representativa de las trayectorias recorridas por un sujeto en la caja
de CA, que sugiere que los animales de la condicidon control se concentran mas en los
cuadrantes centrales con respecto a la condicion CL y CS (Figura 10b). A nivel global
(machos y hembras), no se observan diferencias en el numero de cruces entre condiciones
(Figura 10c). No obstante, vemos que los animales de la condicion CL, pasan mas tiempo

por la periferia en contraste con CS. Por otro lado, no se encontraron diferencias
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significativas en el numero de cruces entre las condiciones en el grupo de hembras (Figura
10e).

Mientras que se observo un incremento significativo en el numero de cruces en la
condicion CL en comparacion con el grupo control en el grupo de machos (ANOVA de una
via: F2,20= 8.186, **p<0.01) (Figura 10g). Cabe mencionar que, aunque hay una tendencia
de un mayor numero de cruces en la condicion CS, esta diferencia no alcanza significancia
estadistica (ANOVA de una via: F(2,20= 8.186, p= 0.0715) con respecto al grupo control.

Para el analisis del comportamiento asociado a conductas ansiosas, se contabilizo el
tiempo que los sujetos pasaban en el centro y la periferia de la caja. No se observaron
diferencias significativas en el tiempo transcurrido en los cuadrantes centrales y periféricos

en ninguno de los dos grupos, ni en hembras (Figura 10f) ni en machos (Figura 10h).
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Figura 10. Analisis de la prueba de Campo Abierto (CA). a) Esquema del protocolo conductual de CA.
b) Trayectoria recorrida por un sujeto representativo de cada condicion experimental durante los 10 minutos
de la sesién. c) Numero de cruces durante la evaluacion de campo abierto del total de animales (machos y
hembras) de cada condicion experimental. d) Tiempo que el total de animales se desplazaron por los

cuadrantes periféricos y centrales de la arena. e) Numero de cruces durante la evaluacion de campo abierto
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en hembras de cada condicion experimental. f) Tiempo que las hembras se desplazaron por los cuadrantes
periféricos y centrales de la arena. g) NUumero de cruces durante la evaluacion de campo abierto en machos
de cada condicion experimental. h) Tiempo que las machos se desplazaron por los cuadrantes periféricos y
centrales de la arena. Todos los resultados estan expresados como promedio + error estandar (SEM).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, p<0.0001. ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc Tukey. Hembras
control n=10, Hembras CL n= 6, Hembras CS n= 7. Machos Control n=6, Machos CL n= 8, Machos CS n= 8.

4.4.2. Evaluacién del desempeiio cognitivo en una tarea de memoria de
localizacion del objeto (OLM)

Con el proposito de analizar si la induccién de CL y CS por la administracion de AK
tiene un impacto en el desempeio en una tarea dependiente del hipocampo, se llevd a cabo
una prueba de memoria de localizacion de objeto (OLM) (Figura 11a). En la primera fase
de la prueba, los animales fueron expuestos a dos objetos idénticos y se registro el tiempo
que dedicaron a explorar cada objeto en machos (Figura 11b; panel izquierdo) y hembras
(Figura 11c; panel izquierdo). 24 horas después, se realiz6 la fase de memoria, en la cual
se movié uno de los objetos a una nueva ubicacion, denominada "localizacion novedosa"
(LN) (Figura 11a). Se contabiliz6 el tiempo que los animales dedicaron a explorar cada uno
de los objetos en esta nueva configuracion. Los resultados sugieren que los animales en la
condicion control, tanto machos (Figura 11b; panel derecho) como hembras (Figura 11c;
panel derecho) (t= 2.9814), p<0.05), muestran un aumento significativo en el tiempo de
exploracion del objeto de la localizacidn novedosa, que es la conducta esperada. En
contraste, tanto en machos como en hembras de la condicion CL, no se observa un
recuerdo evidente, ya que exploran de manera similar ambos objetos (Figura 11b, c; panel
derecho). En las condiciones CS y CL, los machos exploran ambos objetos durante la
misma cantidad de tiempo, lo que indica que no reconocen la LN (Figura 11b, panel
derecho). De manera interesante, en la condicion CS se observé un incremento significativo
en el tiempo de exploracion del objeto familiar por parte de las hembras (Figura 11d) ((5)
= 2.981, p < 0.05). Estos resultados sugieren que tanto en la condicion CL como en CS hay
un déficit cognitivo.
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Figura 11. indices de exploracién en la tarea de memoria de localizacién de objetos. a) Esquema
representativo del protocolo experimental de OLM. b) Graficas que representan el indice de exploracion en la
fase de adquisicion (panel izquierdo) e indice de exploracion en la fase de memoria (panel derecho) en las
tres condiciones experimentales en el total de animales (machos y hembras). c) Graficas que representan el
indice de exploracion en la fase de adquisicion (panel izquierdo) e indice de exploracion en la fase de memoria

(panel derecho) en las tres condiciones experimentales en el grupo de hembras. d) Graficas que representan
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el indice de exploracion en la fase de adquisicion (panel izquierdo) e indice de exploracion en la fase de
memoria (panel derecho) en las tres condiciones experimentales en el grupo de machos. ** p< 0.01, *p<0.05.
Hembras control n=10, Hembras CL n= 6, Hembras CS n= 7. Machos Control n=6, Machos CL n= 8, Machos
CS n=8.

4.4.3. Evaluacién del desempeiio cognitivo en una tarea de condicionamiento de
miedo al contexto (CFC)

Con el objetivo de evaluar el efecto de la administracion sistémica de AK en el
rendimiento cognitivo en una tarea que depende principalmente del giro dentado y esta
relacionada con el proceso de neurogénesis, se analizé el desempefio de los animales en
una tarea de miedo al contexto (Figura 12a).

Se realiz6é un analisis de la curva de aprendizaje, observando un aumento progresivo
en la conducta de congelamiento a lo largo de los dias en todas las condiciones
experimentales (machos y hembras). De manera interesante, en el grupo CL, no se
observaron cambios en el porcentaje de congelamiento durante el segundo dia de
condicionamiento, lo que podria sugerir una demora en el recuerdo del contexto aversivo
(Figura 12b, panel izquierdo). En el analisis del porcentaje de congelamiento en el segundo
dia (Figura 12b, panel central), se observo que el grupo CL presentd un menor porcentaje
de congelamiento (16.82% + 2.13) en comparacién con los grupos control (29.71% + 3.58)
y CS (29.16% =+ 3.76), que mostraron porcentajes muy similares (ANOVA de una via:
F.44= 4.839, p<0.05). Finalmente, el analisis del tercer dia (Figura 12b,panel derecho) no
mostré diferencias significativas entre las condiciones (Control: 36.68%+ 2.13; CL:
44.07%=7.59; CS: 34.90 + 5.49). Sin embargo, la alta variabilidad observada en los datos
limita a mostrar un dato concluyente.

En cuanto al analisis del grupo de machos, se observé un patron similar durante los tres
dias de evaluacidon. En el dia 2, los animales presentaron un menor porcentaje de
congelamiento al del dia 1, y para el dia 3, todos alcanzaron un nivel similar de
congelamiento (Figura 12c, panel izquierdo). El analisis del porcentaje de congelamiento
en el dia 2 muestra un menor porcentaje en el grupo CL (16.24% + 1.49) en comparacion
con el grupo CS (34.31% + 5.17, p<0.05) y mostrando una tendencia en comparacion del
grupo control (27.52% =+ 5.57) (Figura 12c, panel central). Para el dia 3, tampoco se

encontraron diferencias significativas entre los grupos, con todos los animales mostrando
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porcentajes de congelamiento similares (Control: 38.74%+ 10.17; CL: 39.96%+14.02; CS:
35.75 + 8.19) (Figura 12c, panel derecho).

En el grupo de hembras, se observé un comportamiento similar al de los machos en el
grupo CL, con porcentajes de congelamiento similares entre los dias 1 y 2. No obstante,
tanto el grupo control como el CS mostraron un porcentaje de congelamiento mas discreto
en el dia 2, alcanzando niveles similares entre las condiciones para el dia 3 (Figura 12d,
panel izquierdo). El analisis del segundo dia tampoco mostré diferencias significativas,
aunque se observo una tendencia hacia un menor porcentaje de congelamiento en los
grupos CL y CS (Control: 30.90%+ 4.78; CL: 17.32%+3.91; CS: 21.44% + 3.88, n.s.)
(Figura 12d, panel central). Finalmente, para el dia 3, no hubo diferencias significativas en
el porcentaje de congelamiento entre las condiciones (Control: 38.65%+ 6.31; CL:
47.14%+8.88; CS: 33.61 + 7.05, n.s) (Figura 12d, panel derecho).
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Figura 12. Porcentaje de congelamiento en una tarea de condicionamiento de miedo al contexto
(CFC). a) Esquema representativo del protocolo experimental de condicionamiento de miedo al contexto
(CFC). b) Curva de aprendizaje durante la fase de condicionamiento y de la prueba de memoria en el grupo
compuesto por machos y hembras (panel izquierdo). En el panel central, se muestra el porcentaje de tiempo
de congelamiento exhibido por los grupos control, CL y CS durante el dia 2 de condicionamiento. En el panel,
derecho, se muestra el porcentaje de tiempo de congelamiento exhibido en cada condicién en la prueba de

memoria. ¢) Curva de aprendizaje durante la fase de condicionamiento y de la prueba de memoria en el grupo
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compuesto por machos (panel izquierdo). En el panel central, se muestra el porcentaje de tiempo de
congelamiento exhibido por los grupos control, CL y CS durante el dia 2 de condicionamiento. En el panel,
derecho, se muestra el porcentaje de tiempo de congelamiento exhibido en cada condicién en la prueba de
memoria. d) Curva de aprendizaje durante la fase de condicionamiento y de la prueba de memoria en el grupo
compuesto de hembras (panel izquierdo). En el panel central, se muestra el porcentaje de tiempo de
congelamiento exhibido por los grupos control, CL y CS durante el dia 2 de condicionamiento. En el panel,
derecho, se muestra el porcentaje de tiempo de congelamiento exhibido en cada condicién en la prueba de
memoria. ** p< 0.01, *p<0.05. Hembras control n=10, Hembras CL n= 6, Hembras CS n= 7. Machos Control
n=6, Machos CL n= 8, Machos CS n= 8.
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5. Discusion

La neurogénesis hipocampal adulta es un mecanismo de plasticidad neuronal que
continua a lo largo de la vida en varias especies, incluidos los roedores, y que tiene un
papel importante en procesos de aprendizaje y memoria. Este proceso es modulable, y se
ha reportado que hay condiciones patologicas que pueden incrementarla, como ocurre con
la hiperexcitabilidad asociada con trastornos neurolégicos como la epilepsia. Desde una
perspectiva clinica, las crisis epilépticas se pueden clasificar en diferentes tipos segun sus
caracteristicas (Devinsky etal., 2018b), como la presentacion de crisis parciales y
generalizadas, que se relacionan con diferentes niveles de severidad y, por lo tanto, con
diversas manifestaciones y alteraciones. El estudio de las implicaciones de esta
enfermedad ha llevado al desarrollo de varios modelos experimentales. La mayoria de los
reportes se han centrado en estudiar las implicaciones celulares y estructurales de las
manifestaciones mas severas asociadas a la epilepsia. Sin embargo, debido a la variedad
de niveles de severidad de crisis epilépticas, es relevante desarrollar modelos que
abarquen otros niveles de hiperexcitabilidad y sus posibles efectos en el sistema nervioso.

En este trabajo evaluamos el impacto de la induccion de dos niveles de
hiperexcitabilidad en el proceso neurogénico y su posible relacion con el desempefio en
tareas de memoria. Para ello, se establecié un modelo de induccién de crisis epilépticas
con dos niveles de hiperexcitabilidad, mediante la administracion de AK, generando CL y
CS agudas, es decir, sin la presentacion espontanea y recurrente que ocurre en los modelos
clasicos de epilepsia. En términos generales, observamos que la induccion de crisis con
distinta severidad no altera el numero de neuronas nuevas a 30 dias después de la
administracion de AK, pero si impacta de manera diferencial en el posicionamiento y
maduracion de las nuevas células. Asimismo, en ambas condiciones (CL y CS) se observan
alteraciones en el desempefio de tareas de memoria asociadas al circuito hipocampal. En
conjunto, estos resultados sugieren que el posicionamiento y la maduracion de las nuevas
neuronas dependen de la severidad de la hiperexcitabilidad y de las crisis asociadas, y que
las alteraciones en las tareas de memoria podrian estar impactando la conectividad del

circuito hipocampal, reflejandose como alteraciones nivel conductual.
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5.1. Impacto del nivel de hiperexcitabilidad en el nUmero de nuevas células.

Esta investigacion muestra que la induccion de CL y CS agudas no genera un aumento
significativo en el numero de células nuevas en el hipocampo a los 30 dias posteriores a la
induccion. Este hallazgo es consistente con algunos estudios previos (Parent, 2007; Parent
et al.,, 1997). Sin embargo, contrasta con otros que han reportado resultados contrarios
(Lybrand et al., 2021; Mohapel et al., 2004b; Sierra et al., 2015).

Estudios anteriores han demostrado que la proliferacion celular puede estar
incrementada en modelos de epilepsia (Parent et al., 1997b). Sin embargo, este incremento
no es sostenido, lo cual esta acorde a nuestros datos (Mohapel et al., 2004b). En varios
modelos, se ha observado un aumento transitorio en la proliferacion celular a los 7 y 14
dias post-induccion, que regresa a niveles basales a los 30 dias (L. Chen et al., 2023) en
modelos donde no hay crisis recurrentes. Este incremento transitorio sugiere que el efecto
de la hiperexcitabilidad sobre la neurogénesis puede ser temporal y dependiente de los
cambios en el microambiente. Los mecanismos implicados en el aumento del numero de
células nuevas en contextos de hiperexcitabilidad podrian incluir la expresion de factores
neurotréficos como BDNF (Botterill et al., 2015) y VEGF (Jin et al., 2002). Ademas, las
células progenitoras, pueden detectar la actividad eléctrica, activando cascadas de
sefalizacion como Notch y Wnt, que estan implicadas en la proliferacion celular (Deisseroth
et al.,, 2004b). Estos mecanismos podrian contribuir al incremento observado en algunos
modelos de epilepsia, donde la estimulacion continua inducida por las crisis recurrentes,
podrian inducir la liberacion de factores y activacion de vias implicadas en el incremento de
la proliferacion celular.

En contraste, en otros trabajos donde se ha trabajado con modelos de epilepsia cronica,
se ha reportado una disminucion en el numero de células nuevas a 50 dias, posiblemente
debido a la severidad de las crisis y como ellos reportan, al agotamiento de las células
progenitoras (Sierra et al., 2015). En estos modelos, la constante division y diferenciacion
de las células progenitoras en astrocitos reactivos puede llevar a un agotamiento de las
células progenitoras, que se ve reflejado en el numero total de nuevas neuronas.

En nuestro modelo, no observamos un incremento en el numero de nuevas células a
los 30 dias post-induccién, lo cual podria estar relacionado con la ausencia de crisis

recurrentes presentes en los modelos clasicos de epilepsia. Este patron sugiere que la
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hiperexcitabilidad podria afectar temporalmente la proliferacién celular, por lo que se
necesitarian experimentos en tiempos mas cortos para determinar si hay un aumento inicial
en la proliferacion que luego vuelve a niveles control. La estimulacion continua asociada
con crisis recurrentes podria, en algunos modelos, mantener la activacién de estas vias de
sefalizacion y promover un aumento sostenido en el numero de células nuevas. Sin
embargo, en nuestro modelo, la ausencia de crisis recurrentes parece limitar la activacion
de estos mecanismos, lo que explicaria por qué no observamos un aumento en la
neurogénesis en la ventana de 30 dias.

Por otro lado, tampoco se observd una disminucion en el numero de nuevas células, lo
que podria sugerir que los niveles de hiperexcitabilidad en nuestro modelo no son lo
suficientemente altos como para causar un agotamiento de la poblacion de células que
proliferan. Esto podria deberse a la menor severidad de las crisis 0 al hecho de que la
hiperexcitabilidad en nuestro modelo no es lo suficientemente prolongada o intensa como
para causar ese agotamiento.

Con respecto a las diferencias observadas entre machos y hembras, es importante
resaltar que, en el grupo de hembras, se observa una tendencia de un mayor numero de
células Tom+ en las condiciones de control y CS en comparacion con la condicion CL. Una
posible hipotesis es que las hormonas estén modulando los distintos niveles de
hiperexcitabilidad. Ademas, la fase estral de las hembras podria influir en el microambiente
neuronal, ya que el estrogeno y la progesterona parecen afectar la susceptibilidad a la
excitabilidad del sistema (Reddy, 2013). En la condicion CL, el estimulo de
hiperexcitabilidad podria ser insuficiente para activar la proliferacion y supervivencia de
nuevas neuronas como ocurre en CS, mientras que en el grupo control, donde no hay
afectacion, esta reduccion no se observa. Estos cambios en el microambiente podrian estar
impactando directamente el proceso neurogénico y promoviendo las diferencias
observadas. Esto podria sugerir una interaccion compleja entre los niveles de excitabilidad
neuronal y las influencias hormonales en la regulacion de la neurogénesis.

Por otro lado, es importante considerar que nuestro modelo experimental utiliza la
administracion de tamoxifeno, un modulador selectivo del receptor de estrégeno que podria
estar afectando de manera diferencial a machos y hembras en cuanto a la proliferacion
celular (Smith et al., 2022). Aunque todos los animales recibieron la misma dosis de

tamoxifeno, en las hembras este tratamiento podria alterar el equilibrio hormonal de manera
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mas pronunciada debido a factores como el ciclo estral, especialmente en las fases donde
los niveles de estrogeno son elevados. Esto podria estar promoviendo la proliferacion o
supervivencia celular en ciertas condiciones experimentales.

Ademas, algunos estudios han observado que la administracion intraperitoneal (i.p.) de
tamoxifeno puede impactar negativamente en la neurogénesis, reduciendo los niveles de
proliferacion celular (Smith et al., 2022). Sin embargo, otros estudios han reportado que el
tamoxifeno no tiene efectos sobre la neurogénesis (Rotheneichner et al., 2017). Estos
resultados contradictorios indican que aun se requiere de mayor investigacion para
entender mejor como el tamoxifeno afecta las distintas fases de la neurogénesis adulta.

Este posible efecto diferencial del tamoxifeno en hembras subraya la necesidad de tener
un mejor control de la fase estral en futuros experimentos. La diversidad en los resultados
entre distintos estudios y los presentados en esta investigacién enfatiza la importancia de
entender la hiperexcitabilidad como un fendmeno complejo, cuyos efectos pueden variar

segun su intensidad, duracion y contexto experimental.

5.2. Impacto del nivel de hiperexcitabilidad en la migracion y posicionamiento

de las nuevas células.

Durante el proceso neurogénico, las nuevas células migraran inicialmente de manera
tangencial desde la célula progenitora de la que provienen, guiadas principalmente por la
vasculatura del GD; posteriormente, esta migracion comenzara una migracion radial hacia
la internalizacidn en la capa granular (Sun et al., 2015). El posicionamiento adecuado de
las nuevas células dentro de la capa granular es fundamental para el establecimiento de
conexiones con las neuronas preexistentes del circuito hipocampal. Durante la primera
semana, las células nuevas se localizan en la ZSG. Una semana después, la mayoria de
las células ya estaran localizadas en la CGL, cerca de la ZSG. Para la semana 4, las células
se habran establecido en su posicién final, ubicada en la zona interna e intermedia de la
CGL. En esta fase, en la que las nuevas células ya han madurado, empiezan a recibir
aferencias glutamatérgicas, terminando asi su ciclo de maduracién e integracion al circuito
hipocampal (Esposito et al., 2005b). Es por los eventos descritos anteriormente, que el mal
posicionamiento de las células podrian efectar distintos procesos e impactar de manera

funcional en los circuitos. Consistente con nuestro resultado principal sobre la distribucion
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atipica en la condicion de CS, en contraste con el grupo CL y el control, se ha descrito en
estudios previos que en modelos de epilepsia cronica se genera una dispersion en la
distribucion de las nuevas células dentro de la capa granular (Jessberger et al., 2005b;
Moura etal., 2021). Esta distribucion atipica corresponde a células inmaduras vy
neuroblastos (Dcx+) (Jessberger et al., 2005b).

En otro estudio, se observd que, con una aproximaciéon diferente que consistia en la
administracion intrahipocampal de pilocarpina, las nuevas neuronas, en una ventana
temporal de 30 dias (etapa en la que ya presentan una morfologia madura), estaban
distribuidas a lo ancho de la capa granular (Lybrand et al., 2021). Esta distribucion atipica,
encontrada en modelos de epilepsia cronica y en nuestro modelo de crisis agudas severas,
podria estar relacionado con los patrones de migracion. Nuestros hallazgos sugieren que
la induccion de CS agudas impacta en el posicionamiento de las células nacidas en este
contexto de hiperexcitabilidad.

Se han propuesto algunos mecanismos moleculares que podrian estar implicados
en esta desregulacion de la distribucion de las nuevas neuronas, pero aun quedan por
determinarse. Se ha sugerido que esta distribucidn atipica puede deberse a la fosforilacion
de DCX, una proteina del citoesqueleto asociada con el proceso de migracion, fosforilada
por la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5). La fosforilacion disminuye la afinidad por
los microtubulos y afecta la estabilidad de DCX, lo que puede resultar en una mayor
motilidad del citoesqueleto, favoreciendo asi la distribucion anormal (Tanaka et al., 2004).

Otro mecanismo que se ha propuesto en el posicionamiento anormal de las células
es la participacion de vias de sefializacion inducidas por proteinas extracelulares como las
netrinas, semaforinas y reelina. En modelos knock-out de reelina, se ha reportado migracion
y mal posicionamiento de las células (Del Rio et al., 1997). Esto podria deberse a que en
modelos de epilepsia hay un dafio a las interneuronas de tipo canasta que liberan reelina.
Aunque este efecto se ha reportado en modelos de epilepsia cronica, podria ser similar en
nuestro modelo, donde la presentacion aguda de crisis severas es suficiente para generar
una desregulacion en este tipo de proteinas que permiten la migracion adecuada de las
nuevas células.

En relacion con la seccidn anterior, se propone que las diferencias en la migracion
observadas entre CL y CS podrian deberse a la afectacion diferencial de las interneuronas
GABAérgicas como resultado de la administracion de AK. El AK se une a las interneuronas
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a través de los receptores GABA, lo que provoca una excitaciéon que induce la liberaciéon
masiva de GABA. Sin embargo, esta liberacion no es suficiente para inhibir la actividad
epileptiforme, debido a la intensa excitacién de las neuronas piramidales en la regién CA3
del hipocampo. Esto sugiere que, mas alla de una simple falta de inhibicion, las crisis
podrian deberse a la incapacidad de generar una inhibicion efectiva y por lo tanto a la
presencia exacerbada de Ca2+ que generara efectos excitotoxicos (Ben-Ari y Cossart,
2000).

Las intereneuronas GABAérgicas son particularmente vulnerables al dafo por
excitotoxicidad, lo que podria explicar las diferencias en los efectos entre los dos niveles de
hiperexcitabilidad. Es posible que las interneuronas en CS sufran un mayor dafio en
comparacion con CL y el grupo control, lo que podria estar relacionado con la alteracion en
la migracion celular. Queda por determinar si estos efectos estan asociados con la
disminucién de conexiones provenientes de las interneuronas. Una evaluacion proxima
podria incluir el uso de marcadores especificos de interneuronas GABAérgicas para
investigar si una posible reduccion de esta poblacidn contribuye al posicionamiento atipico
dentro de la CGL.

Por otro lado y en contraste con los reportes en modelos de epilepsia cronica
respecto a la migracion ectopica (Parent et al., 1997b) no encontramos migracion de
manera significativa de las nuevas neuronas hacia el hilus. Posiblemente, este fenomeno
no ocurre debido a que las crisis no son recurrentes, como se ha descrito en otros modelos.
Sin embargo, quedan abiertas preguntas sobre los mecanismos por los cuales la
presentacion aguda de crisis severas genera cambios en los patrones de migracion dentro
de la capa granular (CGL), pero no provoca una migracion ectopica hacia el hilus.

Con respecto a las diferencias entre sexos, tanto en machos como en hembras se
observan las mismas tendencias, con un mayor numero de células ubicadas en ZSG y
CGL1. Esto sugiere que el sexo posiblemente no influye directamente en el posicionamiento
de las nuevas células, sino que otros factores podrian estar modulando el proceso de
migracion. Este posicionamiento atipico observado en ambos sexos podria indicar que es
un efecto de los niveles de hiperexcitabilidad. Estos hallazgos sugieren que la
hiperexcitabilidad podria estar alterando los patrones de migracion celular de forma similar

en ambos sexos.
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El posicionamiento de las nuevas células en las capas mas internas de la capa
granular ha sido interpretado por algunos autores como un indicador de maduracion
acelerada inducida por la induccion de crisis epilépticas. Sin embargo, en nuestro estudio,
observamos que en los sujetos control, las células nuevas tienden a concentrarse
predominantemente en el primer tercio de la capa granular, esto respaldado por otros
estudios en donde el limite en condiciones fisiologicas no va mas alla de esta seccion
(Esp0sito et al., 2005b). A partir de esta observacion, proponemos que el posicionamiento
celular por si solo no es suficiente para afirmar una maduracioén acelerada, ya que esta
hipétesis debe ser respaldada por el uso de marcadores especificos que identifiquen el
estado de maduracién celular o por el analisis del fenotipo de las nuevas neuronas. La
incorporacion de marcadores como DCX o calbindina, que permiten evaluar el estadio del
desarrollo neuronal, podria proporcionar informacién mas precisa sobre si estas células
estan en una fase temprana o madura del proceso neurogénico. En este estudio, utilizamos
como indicador de maduracion la clasificacion basada en el fenotipo celular, lo cual nos
permite inferir el estadio de desarrollo de las células. Este criterio sera abordado con mayor
detalle en la siguiente seccion.

5.3. Diferencias del fenotipo celular en los distintos contextos de

hiperexcitabilidad como indicador de maduracién neuronal.

Durante el proceso neurogénico, las células pasaran por diferentes etapas, adquiriendo
caracteristicas morfolégicas que reflejan su grado de maduracién (Denoth-Lippuner y
Jessberger, 2021; Espdsito et al., 2005b). Estas caracteristicas permiten clasificar a las
células en distintos estadios del proceso neurogénico, y la proporcidn de células en cada
uno de estos estadios puede ser un indicador del estado de maduracidén en distintos
contextos.

Para determinar en qué fase de maduracion se encontraban las nuevas células en
nuestro estudio, se clasificaron en diferentes tipos segun su morfologia. Los resultados
muestran que, aunque en todas las condiciones experimentales habia un predominio de
neuronas maduras (Tipo D), se observd una mayor proporcion de estas en la condicidon de
crisis severas CS, en comparacion con las otras condiciones. Por otro lado, las condiciones
control y CL encontramos una mayor proporciéon de RGLs y células progenitoras neurales
(Tipo A/B).
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En estudios previos, se ha observado que las crisis epilépticas pueden acelerar la
maduracion de las nuevas células granulares, especialmente en cuanto a la complejizacion
y extension de sus dendritas. Estas crisis inducen un desarrollo morfolégico mas rapido, lo
que permite que las dendritas se extiendan a través de la capa molecular (ML) del
hipocampo. Este crecimiento se ha registrado a las dos semanas posteriores a la induccién
y tras la aparicion de crisis recurrentes (Overstreet-Wadiche et al., 2006).

Nuestros hallazgos podrian alinearse con esta evidencia, ya que en la condicion de
CS observamos una mayor proporcion de células maduras (Tipo D), lo que sugiere que la
hiperexcitabilidad aguda podria acelerar la maduracién celular. Sin embargo, a diferencia
de los modelos de crisis recurrentes, nuestro modelo se basa en la presentacion de crisis
agudas, lo que indica que incluso sin crisis recurrentes, la hiperexcitabilidad generada por
una sola presentacion puede tener un impacto en la maduracién. La mayor proporcion de
neuronas maduras en la condicién CS sugiere que la intensidad de la hiperexcitabilidad es
suficiente para inducir cambios en las nuevas neuronas, aun en ausencia de crisis
recurrentes.

La aceleraciéon en la maduraciéon neuronal observada en nuestras condiciones
experimentales podria estar relacionada con la actividad directa en las nuevas células o por
alteraciones en el ambiente celular que influyen en su desarrollo. Un posible mecanismo es
la despolarizacion mediada por la entrada de GABA a través de receptores GABAA en estas
células, proceso que promueve su maduracién (Ge et al., 2006). Otra propuesta es el
cambio en el microambiente local, como el aumento en la liberacion de neurotréfinas, que
podria promover el rapido desarrollo de las células granulares nuevas. Un factor clave en
este proceso es la participacion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF). Se ha
reportado que tanto a nivel de mRNA como la proteina de BDNF se acumulan en las
dendritas proximales tras la actividad epiléptica aguda, lo que sugiere que BDNF tiene un
papel relevante en la maduracion neuronal en respuesta a la hiperexcitabilidad (Tongiorgi
et al., 2004).

En el analisis entre sexos, si bien no hay diferencias significativas en la proporcion
de células con morfologia tipo D (neuronas maduras) entre machos y hembras, se observa
una tendencia hacia un mayor numero en hembras en todas las condiciones. Este resultado
es interesante, ya que existen reportes contradictorios sobre las diferencias de sexo en la

maduracién de las nuevas neuronas.
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Por un lado, algunos estudios han propuesto que, en machos, las nuevas neuronas
(marcadas con BrdU/NeuN) maduran a un ritmo mas rapido que en hembras (Yagi et al.,
2020). Sin embargo, es importante sefialar que NeuN no es un marcador exclusivo de
neuronas maduras, lo que limita las conclusiones del estudio debido al uso de este
marcador.

Por otro lado, otros estudios sugieren que no existen diferencias significativas en la
tasa de maduracién neuronal entre sexos. En un estudio realizado en ratones, no se
encontraron diferencias significativas en el numero de células expresando varios
marcadores de neurogénesis (como DCX) entre machos y hembras (Tsao et al., 2023). No
obstante, este estudio no utiliz6 un marcador de neuronas maduras, lo que limita la
capacidad de evaluar diferencias en la tasa de maduracion.

Considerando estos hallazgos contradictorios, nuestros resultados ofrecen una
vision adicional al mostrar una tendencia hacia una mayor proporcion de células maduras
en las hembras en todas las condiciones, aunque sin diferencias significativas. Estos datos
resaltan la importancia de estudiar las influencias especificas del sexo en la neurogénesis
hipocampal adulta y sugieren que futuros estudios deberian explorar mas a fondo como las
condiciones experimentales influyen en la maduracion de la nuevas células.

En otros estudios, ademas de encontrar mayores proporciones de células maduras,
se ha reportado que estas presentan caracteristicas morfolégicas aberrantes, como el
desarrollo de dendritas basales (Parent, 2007), una angulacion anormal de la dendrita
primaria cercana a 180° (Lybrand et al., 2021), e hipertrofia del soma, resultando en una
morfologia del soma alargada (Moura et al., 2021). Aunque no realizamos un analisis
morfologico detallado, nuestros hallazgos no mostraron indicios de morfologia atipica en
las células observadas; por el contrario, estas exhibieron una morfologia normal. Sin
embargo, de forma cualitativa, detectamos arboles dendriticos mas complejos en las
células maduras. Entre las perspectivas para profundizar en este hallazgo, se encuentra la
realizacion de un analisis mas detallado de la morfologia y complejidad dendritica para
identificar posibles diferencias. Acorde con los hallazgos previos, es posible que en nuestro
modelo de crisis agudas no se aprecien alteraciones morfoldgicas debido a la ausencia de
crisis recurrentes que podrian estar afectando de forma continua la maduracién de las

células..
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En relacion con nuestro hallazgo de una mayor proporcion de células RGL y
progenitoras neurales (Tipo A/B) en las condiciones control y CL, en contraste con la
condicion CS, esto podria estar relacionado a un incremento en la proliferacion de nuevas
células, tanto en las RGL como en las progenitoras neurales. Este fenbmeno es consistente
con estudios previos que han demostrado que la actividad epileptiforme, incluso sin
manifestaciones conductuales, puede incrementar de manera transitoria la proliferacién
celular, al menos durante una ventana de hasta 50 dias (Sierra et al., 2015). En nuestros
resultados, es posible que la severidad permita una proliferacion continua en las
condiciones control y CL, mientras que en la condicién CS, se podria haber agotado hasta
cierto grado la capacidad proliferativa, limitando el numero de células progenitoras. Este
agotamiento en CS podria ser resultado de la activacion masiva inicial, que reduce la
capacidad de proliferacion sostenida en comparacion con las condiciones de menor
severidad. No obstante, es necesario el uso de otros marcadores que confirmen si la
proliferacion sigue ocurriendo de manera activa, por ejemplo, el uso del marcador Ki67, que
se expresa especificamente en células en ciclo celular activo.

Otra posible explicacion es que la expresion de Ascl1 en nuestro modelo esté
directamente relacionada con la administracion de diferentes dosis de AK. La
administracion de AK induce la expresidon de Ascl1 en las células radiales gliales (RGL), lo
que provoca su activacion. En estudios previos, se ha observado un aumento significativo
de células Ascl1+ en las primeras 24 horas posteriores al tratamiento con AK, lo que sugiere
que la hiperexcitabilidad inducida por AK genera cambios rapidos en el estado de activacion
de las RGL quiescentes (Andersen et al., 2014). Esta activacion inicial parece estar
asociada a una transicion hacia un estado activo de las RGL, lo que contribuye a un
incremento en la proliferacion de nuevas células en los dias posteriores.

Esto sugiere que en las condiciones de control y CL donde la activacion es menos
intensa, la expresion de Ascl1 podria estar favoreciendo tanto la proliferacion como el
mantenimiento de las RGL. Sin embargo, en la condicion de crisis severas (CS), la
activacion intensa podria estar interfiriendo con la expresién sostenida de Ascl1. Aunque
inicialmente puede haber una activacion rapida de las RGL en respuesta a la
hiperexcitabilidad, como lo indica el aumento transitorio de Ascl1+ en las primeras 24 horas
(Andersen et al., 2014), la intensa estimulacion en CS podria llevar a un agotamiento de las
RGL debido a la aceleracion de la maduracion celular. Es importante seguir explorando en
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diferentes ventanas temporales para determinar si los efectos sobre la proliferacion y
maduracion de las RGL varian con el tiempo.

5.4. ElI impacto de nuevas neuronas nacidas en dos contextos de
hiperexcitabilidad a nivel conductual.

El GD del hipocampo es una estructura clave en procesos de aprendizaje y memoria de
tipo espacial (Hainmueller y Bartos, 2020) . Las nuevas células tienen la capacidad de
integrarse en el circuito hipocampal, contribuyendo asi a la plasticidad (Hainmueller y
Bartos, 2020) y a la formacion de nuevos recuerdos (Deng et al., 2010). La alteracidén en
alguna fase del proceso neurogénico, puede impactar negativamente en la capacidad para
resolver tareas de memoria. Estudios previos han mostrado que, en modelos clasicos de
epilepsia, la presentacidon de crisis recurrentes se asocia con déficits cognitivos,
particularmente en la ejecucion de tareas dependientes de la memoria hipocampal
(Pearson et al., 2014). En otros trabajos, se ha intentado comprender la relacion entre la
resolucidn de tareas cognitivas y la afectacién del proceso neurogénico en modelos de
epilepsia (Cho et al., 2015b). En el presente estudio, observamos un déficit en la ejecucion
de la tarea de reconocimiento de lugar (OLM) tanto en las condiciones CL como CS, lo que
sugiere que la hiperexcitabilidad inducida por crisis puede estar alterando los mecanismos
implicados en esta tarea. Esto es consistente con estudios previos que reportan que la
ablacién de la neurogénesis puede disminuir el deterioro cognitivo asociado a la epilepsia.
La mejora en el desempefio de estas tareas se debe a que las neuronas generadas tras las
crisis epilépticas parecen contribuir a la formacion de circuitos aberrantes en el hipocampo,
afectando tanto la memoria como otras funciones cognitivas (Cho et al., 2015b).

Sin embargo, aunque nuestros resultados indican una afectacion en la ejecucion de la
tarea OLM, es importante considerar que esta tarea estd mas relacionada con el
reclutamiento de otras areas del hipocampo, como la region CA1 y CA3, ademas del GD
(Benkovic et al., 2004b). Por lo tanto, no se puede descartar que el deficit observado en
esta tarea no se deba unicamente a alteraciones en la neurogénesis del giro dentado, sino
también a dafios en otras areas hipocampales o extrahipocampales que participan en la
consolidacion de tareas espaciales que queda por ser determinado.

Con respecto al analisis conductual entre sexos, cabe resaltar que en machos se
observa una tendencia a aumentar el numero de cruces tanto en las condiciones CL como

CS, lo que podria sugerir un incremento en la movilidad. Este efecto no es tan evidente en
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las hembras, ya que el numero de cruces fue similar entre las distintas condiciones. El
aumento en los cruces en machos coincide con estudios previos que reportan un
incremento en la motricidad en modelos de AK (Hu et al., 1998).

En cuanto a la tarea de OLM, los resultados son consistentes en ambos sexos, ya que
se observa un déficit en la ejecucion de la tarea, en el que los animales no reconocen la
nueva localizacion tanto en la condicion CL como en CS. Sin embargo, de manera
interesante, en el grupo de hembras se observa una preferencia por la exploracion de la
localizacion familiar. Esto podria estar relacionado con algun efecto del modelo de AK, ya
que se ha reportado que la administracién de este farmaco induce comportamientos
ansiosos (Inostroza et al., 2011) . Estos comportamientos ansiosos podrian estar asociados
con la preferencia por localizaciones familiares en este paradigma, dado que, de manera
natural, esta cepa tiende a preferir la novedad. Es posible que este comportamiento refleje
el impacto del dafio inducido por AK. Seria importante realizar mediciones mas precisas
con otros protocolos que permitan identificar el comportamiento ansioso en las distintas
condiciones. Esto ayudaria a entender si dicho factor podria estar afectando la ejecucion
de tareas contextuales y su relacion con factores inherentes al sexo.

A partir de los hallazgos previos en la neurogénesis, decidimos evaluar el desempefo
en una tarea relacionada con la activacion de las células de GD y neurogénesis,
especificamente el condicionamiento de miedo al contexto (CFC).

Nuestros resultados mostraron que, a los 30 dias post-induccion, se presentan
alteraciones en el proceso de adquisicion, particularmente en el grupo CL, donde se
observd un menor porcentaje de congelamiento en el dia 2 en comparacion con los grupos
control y CS. Sin embargo, de manera interesante, en el dia de la prueba de memoria, todas
las condiciones alcanzaron un porcentaje de congelamiento muy similar. No obstante, la
alta variabilidad en los resultados dificulta una interpretacion clara. Esto podria sugerir un
posible impacto en la fase de adquisicion, posiblemente inducido por alteraciones en el
circuito. Queda por explorar en mayor detalle por qué especificamente en la condicién CS
se presentan estas alteraciones, lo que abre interrogantes sobre los mecanismos de
adquisicion de memoria que podrian estar afectados en modelos de hiperexcitabilidad.

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que una lesion focal del GD inducida
por AK, inicialmente se asocia con déficits en la memoria contextual a los 10 dias post-

lesion. Sin embargo, a los 30 dias, se observa una recuperacion de la memoria contextual,
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acompanada de un aumento notable en la activacion de neuronas nuevas maduras
(Aguilar-Arredondo y Zepeda, 2018b). En ratones, la dispersion granular también ha sido
identificada como un mecanismo plastico en la recuperacién de la memoria en la ventana
temporal de 30 dias (Hernandez Mercado et al., 2022). Estos hallazgos subrayan que, a
pesar de las alteraciones estructurales y posibles deficits en la fase de adquisicion inicial,
la posible reorganizacion del GD permiten restaurar la funcion de la memoria en otras
ventanas temporales. A futuro, se propone explorar en detalle los mecanismos que
permiten esta plasticidad funcional y como la hiperexcitabilidad impacta especificamente en
la fase de adquisicidn, consolidacion y recuperacion de la memoria.

Nuestros hallazgos contribuyen a una area aun poco explorada de la relacion entre la
neurogénesis y los déficits en tareas cognitivas tras la presentacion aguda de crisis
epilépticas. La contribucion de las nuevas neuronas a nivel de circuito sera discutido en la
préxima seccion.

5.5. Papel de las nuevas neuronas nacidas en un contexto de hiperexcitabilidad.

El estudio de la neurogénesis en contextos de hiperexcitabilidad ha generado interés
sobre el papel que desempefian las nuevas neuronas nacidas en estas condiciones.
Existen reportes que sugieren un rol proepileptogénico de estas células. Por ejemplo, se ha
reportado que las neuronas generadas en estos contextos pueden formar circuitos locales
que favorecen la propagacion de actividad excitatoria recurrente, contribuyendo a la
disfuncion sinaptica y desarrollo de epileptogénesis (Shapiro y Ribak, 2006b) . Ademas,
algunas de estas células migran a posiciones ectopicas, y algunos estudios han mostrado
que estas neuronas pueden sincronizase con las rafagas de las células piramidales del area
CA3, lo que podria facilitar la hiperexcitabilidad (Scharfman et al., 2000b). En linea con
estos hallazgos, la inhibicion o ablacion de estas nuevas células ha demostrado reducir la
frecuencia de crisis epilépticas, sugiriendo que desempefian un papel directo en la
generacion y propagacion de la actividad epileptiforme (Jung et al., 2006b).

Otra propuesta es la relacionada con un impacto positivo como mecanismo
conmpensatorio o como un mecanismo de reparacion funcional. Por ejemplo, en un modelo
de estimulacidn electrica, se reporto que las nuevas células generadas en este contexto,
presentan una reduccién en la entrada excitatoria y un aumento en la entrada inhibitoria, lo

que resulta en una menor excitabilidad en comparacion con las células nacidas en
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contextos como el ejercicio fisico (Jakubs et al., 2006). Por otra parte, en estudios previos
de nuestro laboratorio, se ha reportado que la generacién de una lesion focal del giro
dentado inducida por AK dentro de una ventana temporal de 30 dias, favorece la activaciéon
de nuevas neuronas y una mejora en el desempefio de tareas asociadas con la memoria,
lo que sugiere un mecanismo de reorganizacion funcional (Aguilar-Arredondo y Zepeda,
2018b; Zepeda et al., 2013b). Si la generaciéon de nuevas neuronas en este contexto es
beneficiosa o no sigue siendo un tema de debate.

Hasta el momento, no podemos determinar con precision el papel de las nuevas
neuronas en los dos contextos de hiperexcitabilidad analizados. Aunque encontramos que
su posicionamiento atipico podria contribuir a un mal desempefio en la tarea de OLM, no
podemos descartar la posibilidad de dafio en otras regiones. Ademas, no observamos crisis
recurrentes en nuestro modelo, lo que sugiere que estas nuevas neuronas no estan
contribuyendo significativamente a la propagacion de actividad epiléptica en esta ventana
temporal. Como perspectiva futura, para entender el posible rol de las nuevas neuronas,
seria importante estudiar las propiedades funcionales de éstas y su conectividad dentro del
circuito hipocampal.

6. Conclusion

En este trabajo, mostramos evidencia de como diferentes grados de hiperexcitabilidad
impactan de manera diferencial al proceso neurogénico y la ejecucion de tareas de
memoria. Nuestros hallazgos muestran que la presentacion de crisis severas agudas
inducidas por AK de manera sistémica afecta el posicionamiento de las nuevas células y
acelera su maduracion bajo esta condiciéon. Ademas, observamos que las diferencias entre
sexos podrian modular la proliferacion y maduracion de las nuevas neuronas, lo que sugiere
una interaccion compleja entre la hiperexcitabilidad y los factores inherentes al sexo. Este
estudio establece un precedente para resaltar la importancia de desarrollar otros modelos
que permitan comprender la complejidad de la hiperexcitabilidad y su influencia en procesos
plasticos. Aunque aun no se ha determinado con precision el rol de estas nuevas células y
sus implicaciones, este trabajo abre nuevas lineas de investigacion para examinar los

efectos de distintos niveles de hiperexcitabilidad en diversas condiciones patoldgicas.
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