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Cuando emprendas tu viaje a Ítaca 

pide que el camino sea largo, 

lleno de aventuras, lleno de experiencias. 

No temas a los lestrigones ni a los cíclopes 

ni al colérico Poseidón, 

seres tales jamás hallarás en tu camino, 

si tu pensar es elevado, si selecta 

es la emoción que toca tu espíritu y tu cuerpo. 

Ni a los lestrigones ni a los cíclopes 

ni al salvaje Poseidón encontrarás, 

si no los llevas dentro de tu alma, 

si no los yergue tu alma ante ti. 

 

Pide que el camino sea largo. 

Que muchas sean las mañanas de verano 

en que llegues -¡con qué placer y alegría!- 

a puertos nunca vistos antes. 

Detente en los emporios de Fenicia 

y hazte con hermosas mercancías, 

nácar y coral, ámbar y ébano 

y toda suerte de perfumes sensuales, 

cuantos más abundantes perfumes sensuales puedas. 

Ve a muchas ciudades egipcias 

a aprender, a aprender de sus sabios. 

 

Ten siempre a Ítaca en tu mente. 

Llegar allí es tu destino. 

Mas no apresures nunca el viaje. 

Mejor que dure muchos años 

y atracar, viejo ya, en la isla, 

enriquecido de cuanto ganaste en el camino 

sin aguantar a que Ítaca te enriquezca. 

 

Ítaca te brindó tan hermoso viaje. 

Sin ella no habrías emprendido el camino. 

Pero no tiene ya nada que darte. 

 

Aunque la halles pobre, Ítaca no te ha engañado. 

Así, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia, 

entenderás ya qué significan las Ítacas. 

 

Camino a Ítaca de Constantino Cavafis 
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NLRP1 Dominio de la familia del receptor tipo NOD que contiene pirina tipo 1 

(por sus siglas en inglés) 

P2Y12R Receptores purinérgicos tipo P2Y12 (por sus siglas en inglés) 
PBS Solución de buffer de fosfatos 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés) 

PFA Paraformaldehído 

PIP2  Fosfatidil inositol difosfato 

PLC Fosfolipasa C (por sus siglas en inglés) 

PLX  Plexikon 
PTX  Toxina pertussis (por sus siglas en inglés) 
PTZ Pentilenetetrazol 

ReaChR Canalrodopsina activada por luz roja (por sus siglas en inglés) 

ReOx Reoxigenación 

RRPs Receptores de reconocimiento de patrones 

SAOS  Síndrome de apnea obstructiva del sueño 

STAT3/5 Transductor de señal y activador de la transcripción tipo 3/5 (por sus 

siglas en inglés) 
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TAB2 Proteína de unión a TAK1 tipo 2 (por sus siglas en inglés) 

TACE Enzima convertidora del TNFα (por sus siglas en inglés) 

TAK1 Cinasa activada por el TGFβ tipo 1 (por sus siglas en inglés) 

TEP  Tomografía por emisión de positrones 

TGFβ Factor de crecimiento transformante β (por sus siglas en inglés) 

TLR  Receptores tipo Toll (por sus siglas en inglés) 

Tmem119 Proteína transmembranal 119 (por sus siglas en inglés) 
TNFR Receptor del factor de necrosis tumoral  

TNFα Factor de necrosis tumoral α (por sus siglas en inglés) 

TRAF6 Factor asociado al receptor de TNF tipo 6 (por sus siglas en inglés) 

TRPV4 Receptores de potencial transitorio tipo V4 (por sus siglas en inglés) 

TSPO Proteína translocadora mitocondrial (por sus siglas en inglés) 

UNAM Universidad Nacional Autónoma de México 
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RESUMEN 

El síndrome de apnea obstructiva del sueño (SAOS) se presenta en una gran 

proporción de pacientes con epilepsia. La coexistencia de ambas patologías agrava 

la condición clínica de estos pacientes, incrementando la frecuencia y la severidad 

de las crisis epilépticas, así como los signos/síntomas asociados al SAOS. Por otro 

lado, la aplicación de tratamientos enfocados en resolver el SAOS en pacientes con 

epilepsia, como la aplicación de presión positiva continua de aire en las vías 

respiratorias (CPAP, por sus siglas en inglés) o las intervenciones quirúrgicas en las 

vías respiratorias superiores (como la tonsilectomía, la adenoidectomía y la 

uvuloplastía) e inferiores (como la traqueostomía), disminuyen la frecuencia y la 

severidad de las crisis epilépticas. Lo anterior, sugiere que el SAOS podría 

incrementar la excitabilidad neuronal y precipitar la inducción de hiperexcitabilidad 

y que sus efectos son reversibles tras el restablecimiento de la oxigenación 

“normal”. A pesar de estas evidencias clínicas, aún no ha sido posible demostrar de 

forma experimental, primero, que la inducción de hipoxia intermitente crónica (HIC), 

que es la principal consecuencia inmediata del SAOS, favorezca la generación de 

hiperexcitabilidad neuronal y, segundo, qué mecanismos podrían estar mediando 

este efecto. Por lo anterior, en esta tesis nos planteamos investigar el efecto de la 

HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida con 4-

aminopiridina (4-AP). Nuestros resultados mostraron que la HIC incrementa la 

excitabilidad hipocampal en la banda de frecuencia gamma y exacerba la inducción 

de hiperexcitabilidad. Adicionalmente, observamos que dichos efectos fueron 

revertidos después de un periodo de reoxigenación (ReOx), sugiriendo que los 

efectos de la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida 

con 4-AP son transitorios. Por otro lado, se ha reportado que la HIC induce 

neuroinflamación y activación microglial. Considerando que las moléculas 

proinflamatorias provenientes de la microglía activada favorecen la excitabilidad 

neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad, también hipotetizamos que la 

activación microglial podría ser uno de los mecanismos por los que la HIC ejerce 

sus efectos proepileptiformes. Sin embargo, el papel de la activación microglial en 

la excitabilidad neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad aún no es concluyente, 
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debido, en gran medida, a la inespecificidad celular de las herramientas 

farmacológicas usadas hasta el momento. Lo anterior, ha planteado como necesario 

el uso de estrategias experimentales de manipulación celular específica para 

evaluar el papel de la activación microglial en el desarrollo de la hiperexcitabilidad. 

Para explorar esta posibilidad, en la presente tesis, nos propusimos investigar el rol 

específico de la microglía y de los macrófagos no parenquimales sobre la 

excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental, 

utilizando al lipopolisacárido (LPS) para manipular a la microglía y a los macrófagos 

no parenquimales de forma no selectiva y a la optogenética y a la quimiogenética 

para manipular de forma selectiva a estas células. Nuestros resultados mostraron 

que la activación farmacológica no selectiva de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales con LPS no indujo efectos sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida con 4-AP. Por otro lado, la activación optogenética y 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales indujo un 

incremento robusto de la excitabilidad hipocampal y de la hiperexcitabilidad, en una 

forma dependiente de la liberación de IL1β, pues la administración 

intracerebroventricular de la proteína antagonista del receptor de la interleucina 1 

(IL1Ra, por sus siglas en inglés) bloqueó los efectos producidos por la activación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, así como la 

aplicación intracerebroventricular de IL1β incrementó la excitabilidad hipocampal y 

la hiperexcitabilidad. Por último, la inhibición quimiogenética de la activación 

microglial inhibió la excitabilidad hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad. En 

conclusión, nuestros resultados muestran que la HIC favorece la excitabilidad 

neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad y que estos efectos son revertidos 

después de un periodo de ReOx. Adicionalmente, nuestros resultados mostraron 

que la activación de la microglía y de los macrófagos no parenquimales exacerba la 

excitabilidad neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad, sugiriendo que los 

efectos proepileptiformes inducidos por la HIC podrían estar mediados por la 

activación de la microglía y de los macrófagos parenquimales y que podrían ser 

mitigados por la inhibición de la activación de estas células. 
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ABSTRACT 

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) occurs in a large proportion of patients 

with epilepsy. The coexistence of both pathologies aggravates the clinical condition 

of these patients, increasing the frequency and severity of epileptic seizures, as well 

as the signs/symptoms associated with OSAS. On the other hand, the application of 

treatments focused on resolving OSAS in patients with epilepsy, such as the 

application of continuous positive airway pressure (CPAP) or surgical interventions 

in the upper (such as tonsillectomy, adenoidectomy and uvuloplasty) and lower 

(such as tracheostomy) respiratory tract, reduce the frequency and severity of 

epileptic seizures. The foregoing suggests that OSAS could increase neuronal 

excitability and precipitate the induction of hyperexcitability and that its effects are 

reversible after reestablishing "normal" oxygenation. Despite this clinical evidence, 

it has not yet been possible to demonstrate experimentally, first, that the induction 

of chronic intermittent hypoxia (CIH), which is the main immediate consequence of 

OSAS, favors the generation of neuronal hyperexcitability and, second, what 

mechanisms could be mediating this effect. Therefore, in this thesis we intend to 

investigate the effect of CIH on hippocampal excitability and hyperexcitability 

induced with 4-aminopyridine (4-AP). Our results showed that CIH increases 

hippocampal excitability in the gamma frequency band and exacerbates the 

induction of hyperexcitability. Additionally, we observed that these effects were 

reversed after a period of reoxygenation (ReOx), suggesting that the effects of CIH 

on hippocampal excitability and 4-AP-induced hyperexcitability are transient. On the 

other hand, CIH has been reported to induce neuroinflammation and microglial 

activation. Considering that proinflammatory molecules from activated microglia 

favor neuronal excitability and the induction of hyperexcitability, we also hypothesize 

that microglial activation could be one of the mechanisms by which CIH exerts its 

pro-epileptiform effects. However, the role of microglial activation in neuronal 

excitability and induction of hyperexcitability is not yet conclusive, mainly due to the 

cellular non-specificity of the pharmacological tools used to date. This has raised the 

need for the use of experimental strategies for specific cell modulation to evaluate 

the role of microglial and non-parenchymal macrophages activation in the 
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development of hyperexcitability. To explore this possibility, in this thesis, we aimed 

to investigate the specific role of microglia and non-parenchymal macrophages on 

hippocampal excitability and experimentally induced hyperexcitability, using 

lipopolysaccharide (LPS) to non-selectively manipulate microglia and non-

parenchymal macrophages, and optogenetics and chemogenetics to selectively 

manipulate these cells. Our results showed that non-selective pharmacological 

activation of microglia and non-parenchymal macrophages with LPS did not induce 

effects on hippocampal excitability and 4-AP-induced hyperexcitability. On the other 

hand, the optogenetic and chemogenetic activation of microglia and non-

parenchymal macrophages induced a robust increase in hippocampal excitability 

and hyperexcitability, in an IL1β-release-dependent manner, since the 

intracerebroventricular administration of the interleukin 1 receptor antagonist (IL1Ra) 

protein blocked the effects produced by the chemogenetic activation of microglia and 

non-parenchymal macrophages; and the intracerebroventricular application of IL1β 

increased hippocampal excitability and hyperexcitability. Finally, chemogenetic 

inhibition of microglial and non-parenchymal macrophages activation inhibited 

hippocampal excitability and induction of hyperexcitability. In conclusion, our results 

show that CIH favors neuronal excitability and the induction of hyperexcitability and 

that these effects are reversed after a period of ReOx. Additionally, our results 

showed that activation of microglia and non-parenchymal macrophages exacerbates 

neuronal excitability and the induction of hyperexcitability, suggesting that CIH-

induced proepileptiform effects could be mediated by the activation of microglia and 

non-parenchymal macrophages and that these effects could be mitigated by 

inhibiting the activation of these cells.  
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INTRODUCCIÓN 

El síndrome de apnea obstructiva del sueño (SAOS) es un trastorno del sueño 

causado por episodios repetitivos de obstrucción total o parcial de las vías 

respiratorias superiores, debido al colapso recurrente de los músculos de la faringe, 

resultando en episodios intermitentes de apnea durante el sueño (Chiang, 2006; 

Dempsey et al., 2010; Rosenzweig et al., 2014a; Sforza & Roche, 2016; Thorpy, 

2012; Sateia, 2014; Akashiba et al., 2020). La principal consecuencia inmediata de 

estos episodios intermitentes de apnea es la hipoxia intermitente crónica (HIC; 

Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019). Los pacientes con SAOS presentan 

una variedad de síntomas/signos negativos que disminuyen su calidad de vida, 

como ronquidos, fragmentación del sueño, dolores de cabeza, hipersomnolencia 

durante el día e hiposmia, entre otras (Sforza & Roche, 2016; Laczay & Faulx, 2021). 

Asimismo, estos pacientes también presentan alteraciones cognitivas, inflamación 

sistémica, hiperexcitabilidad neuronal y alteraciones estructurales en el cerebro, así 

como un mayor riesgo de desarrollar patologías cardiovasculares y metabólicas 

(Gale & Hopkins, 2003; Morrel et al., 2003; Canessa et al., 2012; Mei et al., 2012; 

Rosenzweig et al., 2014a; Lin et al., 2016; Sforza & Roche, 2016; Kheirandish-Gozal 

& Gozal 2019; Wang et al., 2021; Laczay & Faulx, 2021).  

El SAOS se presenta como comorbilidad en diversas patologías neurológicas, 

incluyendo a las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, así como en la 

epilepsia (Malow et al., 2000; Vaughn & D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 2006; Yeh et 

al., 2016; Liguori et al., 2017; Kuo et al., 2021). En cuanto a esta última, la presencia 

del SAOS es más común en pacientes con epilepsia que en sujetos sanos, 

presentándose entre el 5 y el 89 % de los pacientes con epilepsia (Malow et al., 

2000; Manni et al., 2003; Vaughn & D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 2006; Chihorek et 

al., 2007; Vendrame et al., 2014; Maurousset et al., 2017; McCarter et al., 2018; 

Söylemez et al., 2020). La presencia del SAOS y de epilepsia resulta en un 

agravamiento progresivo de ambas patologías,  incrementando la frecuencia y la 

severidad de las crisis epilépticas y los signos/síntomas asociados al SAOS, así 

como el riesgo de sufrir muerte súbita (Malow et al., 2000; Chihorek et al., 2007). 
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Asimismo, los pacientes con el SAOS, sin diagnóstico previo de epilepsia, presentan 

hiperexcitabilidad en el registro electroencefalográfico (Milano et al., 2009), 

sugiriendo que el SAOS podría incrementar la excitabilidad cerebral y precipitar el 

desarrollo de epilepsia (Höllinger et al., 2006; Chihorek et al., 2007). Por otro lado, 

la aplicación de tratamientos terapéuticos enfocados en el SAOS en pacientes con 

epilepsia, como la presión positiva continua de aire en las vías respiratorias (CPAP, 

por sus siglas en inglés) o las intervenciones quirúrgicas en las vías respiratorias 

superiores (como la tonsilectomía, la adenoidectomía y la uvuloplastía) e inferiores 

(como la traqueostomía), resulta en una disminución de la frecuencia y la severidad 

de las crisis epilépticas (Devinsky et al., 1994; Koh et al., 2000; Malow et al., 2000; 

Höllinger et al., 2006; Chihorek et al., 2007; Milano et al., 2009; Segal et al., 2012; 

Vendrame et al., 2014; Liu & Wang, 2017; Marousset et al., 2017; Shirani et al., 

2017; Somboon et al., 2019; Jaseja et al., 2020). Lo anterior, corrobora que la 

presencia del SAOS favorece a las crisis epilépticas en pacientes con epilepsia y 

sugiere que los efectos inducidos por el SAOS sobre la epilepsia son reversibles 

tras el restablecimiento de la respiración “normal”.  

A pesar de las múltiples evidencias que asocian al SAOS con la epilepsia, aún no 

ha sido posible, primero, demostrar de forma experimental que la HIC, que es la 

principal consecuencia inmediata del SAOS (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 

2019), favorezca la generación de hiperexcitabilidad neuronal y, segundo, 

esclarecer el mecanismo por el que el SAOS incrementa la excitabilidad cerebral y 

las crisis epilépticas. En cuanto a este último punto, diversas evidencias clínicas y 

experimentales han sugerido que la neuroinflamación y la activación microglial son 

factores comunes para el desarrollo del SAOS y de la epilepsia (Vezzani & Granata, 

2005; Fabene et al., 2010; Smith et al., 2013; Gorter et al., 2015; Sapin et al., 2015; 

Alyu & Dikmen, 2016; Eyo et al., 2016; Khaspekov & Frumkina, 2017; Webster et 

al., 2017; Hiragi et al., 2018; Liu et al., 2020). El papel de la neuroinflamación en la 

generación de hiperexcitabilidad es claro, puesto que la administración de 

moléculas proinflamatorias exacerba la excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad 

inducida de forma experimental (Vezzani et al., 1999; Zheng et al., 2010; Zhao et 

al., 2018). Sin embargo, el papel de la activación microglial en la excitabilidad 
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neuronal y en la inducción experimental de hiperexcitabilidad aún no es concluyente, 

debido a la inespecificidad celular de las estrategias farmacológicas clásicamente 

utilizadas para manipular a estas células, como el lipopolisacárido (LPS) y la 

minociclina (Tikka et al., 2001; Möller et al., 2016). El uso de ambas estrategias 

farmacológicas para activar o inhibir, respectivamente, a los macrófagos no 

parenquimales ha arrojado resultados contradictorios sobre la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad (Sayyah et al., 2003a; 2003b; Rodgers et al., 

2009; Abraham et al., 2012; Nasr et al., 2013; Ahmadi et al., 2013; Ahmadirad et al. 

2014; Wang et al., 2015; Eslami et al., 2015; Kolosowska et al., 2016). Por lo 

anterior, se plantea como necesario el uso de estrategias experimentales que 

permitan manipular de forma selectiva a la microglía y a los macrófagos no 

parenquimales, para evaluar el papel específico de estas células en la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad. 

La optogenética y la quimiogenética son dos estrategias experimentales de 

manipulación celular específica ampliamente utilizadas en las neurociencias 

(Forcelli et al., 2017; Vlasov et al., 2018). La optogenética consiste en la expresión 

selectiva de canales iónicos activados por luz, llamados rodopsinas, en la 

membrana celular de poblaciones celulares específicas, lo que permite controlar la 

despolarización o la hiperpolarización del potencial de membrana celular al ser 

activados (Boyden et al., 2005; Deisseroth, 2011; 2015). Por otro lado, la 

quimiogenética consiste en la expresión de receptores diseñados para responder 

exclusivamente a fármacos diseñados (DREADDs, por sus siglas en inglés) en la 

membrana celular de poblaciones celulares específicas (Urban & Roth, 2007; Ben-

Shaanan et al., 2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019). La 

aplicación de estrategias experimentales de manipulación selectiva de la microglía 

y de los macrófagos no parenquimales, como la optogenética y la quimiogenética, 

ha permitido evaluar el papel específico de estas células en distintos procesos 

fisiológicos y patológicos, a través de la modulación de la liberación de moléculas 

proinflamatorias provenientes de los macrófagos cerebrales (Tanaka et al., 2012; 

Sawada et al., 2012; Grace et al., 2016; 2018; Binning et al., 2020; Saika et al., 
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2020; Coleman et al., 2020; Klawonn et al., 2021; Saika et al., 2021; Laprell et al., 

2021; Yi et al., 2021a; 2021b). No obstante, estas estrategias experimentales no 

han sido utilizadas para evaluar el papel específico de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales, o de la inhibición de su activación, en la excitabilidad 

neuronal del hipocampo y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental.  

Por lo anterior, en esta tesis, nos planteamos investigar, primero, si la HIC modula 

la excitabilidad neuronal del hipocampo y la hiperexcitabilidad inducida con 4-

aminopiridina (4-AP), así como la posible reversibilidad de sus efectos después de 

un periodo de reoxigenación (ReOx). Asimismo, nos propusimos investigar el papel 

específico de la microglía y de los macrófagos no parenquimales en la excitabilidad 

neuronal del hipocampo y la inducción experimental de hiperexcitabilidad, al 

comparar los efectos del LPS para manipular de forma no selectiva a la microglía y 

a los macrófagos no parenquimales; con los de la optogenética y la quimiogenética 

para manipular de forma selectiva a estas células.  
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ANTECEDENTES 

El síndrome de apnea obstructiva del sueño (SAOS) en pacientes con 

epilepsia. 

Definición del SAOS. 

El SAOS es uno de los trastornos del sueño más comunes en el mundo, con una 

prevalencia de entre el 6 y el 32 % de la población adulta (Young et al., 1993; 

Piccirillo, 2000; Young et al., 2002; Pujabi et al., 2008; Dashzeveg et al., 2021; 

Guerrero-Zúñiga et al., 2022). El SAOS es causado por episodios repetitivos de 

obstrucción total o parcial de las vías respiratorias superiores, debido al colapso 

recurrente de los músculos de la faringe, teniendo como resultado episodios 

intermitentes de apnea durante el sueño (Chiang, 2006; Dempsey et al., 2010; 

Rosenzweig et al., 2014a; Sforza & Roche, 2016; Thorpy, 2012; Sateia, 2014; 

Akashiba et al., 2020). La principal consecuencia inmediata de estos episodios 

intermitentes de apnea es la HIC (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019). Los 

pacientes con SAOS comúnmente presentan síntomas/signos negativos que 

disminuyen sustancialmente su calidad de vida, como ronquidos, fragmentación del 

sueño, dolores de cabeza, hipersomnolencia durante el día, hiposmia, incapacidad 

laboral y un aumento en el riesgo de sufrir muerte por accidentes vehiculares e 

industriales (Young et al., 1993; Piccirillo, 2000; Canessa et al., 2011; Thorpy, 2012; 

Sforza & Roche, 2016; Magliulo et al., 2018; Dashzeveg et al., 2021; Riha et al., 

2021; Agrafiotis et al., 2022; Dong et al., 2022). Aunado a esto, los pacientes con 

SAOS presentan mayor riesgo de desarrollar patologías cardiovasculares y 

metabólicas como la hipertensión, las arritmias cardiacas, los accidentes 

cerebrovasculares y la diabetes tipo 2 (Laczay & Faulx, 2021). Los pacientes con 

SAOS también presentan alteraciones cognitivas, hiperexcitabilidad neuronal, 

inflamación sistémica y alteraciones estructurales en el cerebro, incluido el 

hipocampo (Gale & Hopkins, 2003; Morrel et al., 2003; Milano et al., 2009; Canessa 

et al., 2012; Mei et al., 2012; Rosenzweig et al., 2014a; Lin et al., 2016; Kheirandish-

Gozal & Gozal 2019; Wang et al., 2021). Por otro lado, se ha reportado que el SAOS 

es una comorbilidad con patologías neurológicas, incluidas las enfermedades de 
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Alzheimer y de Parkinson, así como la epilepsia (Malow et al., 2000; Vaughn & 

D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 2006; Yeh et al., 2016; Liguori et al., 2017; Kuo et al., 

2021). 

La hiperexcitabilidad neuronal y la epilepsia. 

La actividad eléctrica del tejido nervioso es el resultado de un balance delicado entre 

la excitación y la inhibición de los circuitos neuronales, que regula la excitabilidad 

neuronal y la sincronización entre los elementos de los circuitos neuronales (Buzsáki 

et al., 2012). En condiciones fisiológicas, la excitabilidad neuronal y la sincronización 

de los circuitos neuronales permiten el procesamiento e intercambio apropiado de 

la información entre estructuras neuronales (Buzsáki et al., 2012), como en el caso 

de las estructuras cerebrales sensoriales (por ejemplo, el bulbo olfatorio;  

Hernández-Soto et al., 2022), y son regulados por mecanismos homeostáticos que 

permiten el restablecimiento de la actividad fisiológica (Buzsáki et al., 2012). Sin 

embargo, cuando la excitabilidad y la sincronización neuronal ocurren de forma 

desregulada e impredecible, e incluso crónicamente, se da lugar a la 

hiperexcitabilidad y la hipersincronización de los circuitos neuronales, resultando en 

una condición patológica (Badawy et al., 2009a; 2009b; Buzsáki et al., 2012). Por 

ejemplo, la presencia de hiperexcitabilidad e hipersincronización neuronal es una 

condición característica de una patología neurológica llamada epilepsia (Fisher et 

al., 2005; Badawy et al., 2009a; 2009b), aunque también es común en una variedad 

de padecimientos neurológicos, incluyendo la esquizofrenia, las enfermedades de 

Alzheimer y de Parkinson, entre otras (Heckers et al., 2015; Busche et al., 2015; 

Palop & Mucke, 2016; Campanelli et al., 2022).  

La epilepsia es una enfermedad neurológica crónica que afecta aproximadamente 

a 50 millones de personas, es decir, al 1 % de la población mundial (Organización 

Panamericana de la Salud, 2011; Fisher et al., 2014; Organización Mundial de la 

Salud, 2019), siendo uno de los problemas de salud pública más relevantes del 

mundo. La incidencia y prevalencia de la epilepsia en países en vías de desarrollo, 

entre los que se incluye México, es mayor comparado con países desarrollados 

(Diagana et al., 2010), en gran medida, por la inaccesibilidad económica a los 
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tratamientos antiepilépticos, así como por la existencia de infecciones parasitarias 

endémicas presentes en estos países, como la cisticercosis (Avanzini & de Boer, 

2010; Valdes-Galvanet al., 2019). La epilepsia se caracteriza por la propensión 

duradera para generar crisis epilépticas (Berg et al., 2010; Fisher et al., 2014; 

Devinsky et al., 2018), cuyas manifestaciones electrofisiológicas y clínicas 

dependen de los circuitos neuronales implicados en su generación, del patrón de 

propagación de la actividad ictal y del grado de sincronización neuronal (Fisher et 

al., 2005; Berg, 2010; Fisher et al., 2014). Las crisis epilépticas son signos y/o 

síntomas transitorios e impredecibles que emergen como resultado de la 

hiperexcitabilidad y la hipersincronización de los circuitos neuronales (Fisher et al., 

2005; 2017). De acuerdo con la clasificación vigente de las crisis epilépticas de la 

liga internacional contra la epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), las crisis 

epilépticas pueden clasificarse determinando si las manifestaciones iniciales son 

focales, generalizadas o desconocidas y subclasificadas dependiendo de si las 

crisis tienen o no signos motores (Fisher et al., 2017). Es por ello, que el uso de 

técnicas de registro electrofisiológico de la actividad cerebral, como el 

electroencefalograma o los registros intracraneales, es necesario para el 

diagnóstico de la epilepsia y la correcta clasificación de las crisis epilépticas (Berg, 

2010; Fisher et al., 2005; 2014; 2017; Devinsky et al., 2018). Adicionalmente, en el 

caso de las crisis de inicio focal, también pueden subclasificarse dependiendo de la 

preservación o alteración de la conciencia durante la crisis epiléptica (Fisher et al., 

2017). Mediante el uso de diversas técnicas, como el registro 

electroencefalográfico, el registro con electrodos intracraneales, la resonancia 

magnética funcional y la tomografía computarizada por emisión de fotón único, se 

ha podido observar que los sitios más comunes en donde se originan las crisis 

epilépticas de inicio focal se encuentran en estructuras del lóbulo temporal (en el 

30-80 % de los pacientes con epilepsia; Rektor et al., 2002; Blumenfeld et al., 2009; 

Téllez-Zenteno & Ladino, 2013; Abel et al., 2018), siendo el hipocampo una de las 

estructuras más frecuentes (en el 50-70 % de los pacientes con epilepsia de origen 

focal; Engel, 1996; Blumenfeld et al., 2009; Abel et al., 2018; Nakai et al., 2018). El 

desarrollo de la epilepsia, también llamado epileptogénesis (Pitkänen et al., 2007; 
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2015), se lleva a cabo típicamente en 3 fases: 1) una fase aguda, en donde ocurre 

una lesión cerebral epileptogénica o bien, existe la presencia de un factor 

predisponente de naturaleza estructural, genética o metabólica; 2) una fase latente, 

en donde no hay crisis epilépticas espontáneas, pero existe hiperexcitabilidad e 

hipersincronización neuronal subclínica; y 3) una fase crónica, en donde existe la 

presencia de crisis epilépticas espontáneas y recurrentes (Pitkänen et al., 2007; 

2015). Con respecto a la fase aguda de la epileptogénesis, entre las causas que 

pueden precipitar el desarrollo de las epilepsias sintomáticas se encuentran las 

crisis febriles neonatales, las infecciones cerebrales, los traumatismos 

craneoencefálicos, los accidentes cerebrovasculares, las intoxicaciones, los 

tumores cerebrales, las malformaciones congénitas cerebrales, el status epilepticus, 

las mutaciones genéticas, las enfermedades neurodegenerativas, las alteraciones 

inmunológicas cerebrales, entre otras (Verhaert & Scott, 2010; Shorvon, 2011). La 

fase latente de la epileptogénesis involucra una cascada de eventos 

neurobiológicos que resultan en un incremento gradual de la excitabilidad neuronal 

hasta la aparición de la primera crisis convulsiva espontánea (Pitkänen et al., 2007; 

2015). Entre estos eventos neurobiológicos se puede destacar la 

neurodegeneración, la reconfiguración sináptica de los circuitos neuronales, la 

neurogénesis aberrante y la neuroinflamación (Vezzani et al., 2002; 2011; Pitkänen 

et al., 2007; 2015; 2016; Engel et al., 2013). Finalmente, en la fase crónica de la 

epileptogénesis, las crisis convulsivas espontáneas surgen de forma recurrente a lo 

largo de la vida de los pacientes (Pitkänen et al., 2007; 2015; 2016), pero, cuando 

no existe un tratamiento adecuado, las crisis convulsivas espontáneas tienden a 

aumentar gradualmente en frecuencia y severidad (Piskorska et al., 2013). 

Modelos experimentales de hiperexcitabilidad neuronal y de epilepsia. 

El estudio de los mecanismos neuropatológicos que subyacen al desarrollo de la 

hiperexcitabilidad, llamado ictogénesis (Badawy et al., 2009a; 2009b), así como al 

desarrollo de la epilepsia, llamado epileptogénesis (Pitkänen et al., 2007; 2015), se 

ha abordado de forma experimental mediante el uso de modelos animales, en donde 

es posible inducir hiperexcitabilidad neuronal y/o  epilepsia, a través de la 



16 

 

estimulación eléctrica de estructuras cerebrales, o bien, a través de la 

administración tópica o sistémica de fármacos convulsivantes, tanto en 

preparaciones in vitro como in vivo (Fisher, 1989; Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla 

& López-Meraz, 2011; Lévesque & Avoli, 2013 Löscher, 2011; 2016; Wang et al., 

2022). Los modelos experimentales de hiperexcitabilidad y de epilepsia logran 

reproducir, en gran medida, las características observadas en los pacientes con 

epilepsia, incluidas las características electrofisiológicas y conductuales de las crisis 

epilépticas, las alteraciones histopatológicas observadas en tejidos postmortem de 

pacientes con epilepsia y la neuroinflamación observada en estos pacientes, entre 

otras (Beach et al., 1995; Fisher, 1989; Velisek, 2006; ; Lang & Hart, 2010; Butler et 

al., 2011; Zavala-Tecuapetla & López-Meraz, 2011;  Löscher, 2011; 2016; Wang et 

al., 2022). Ejemplos de modelos experimentales de hiperexcitabilidad ampliamente 

utilizados en la literatura son la administración de 4-AP y de pentilenetetrazol (PTZ; 

Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & López-Meraz, 2011; Löscher, 2011; 2016; Avoli 

& Jefferys, 2106). Uno de los modelos experimentales más utilizados en la literatura 

para estudiar los mecanismos fisiopatológicos de la generación de actividad 

epileptiforme es la aplicación de 4-AP en preparaciones in vitro e in vivo (Perrault & 

Avoli, 1991; Psarropoulou & Avoli, 1996; Barbarosie & Avoli, 1997; Peña & Tapia, 

2000; Peña et al., 2002; Velisek, 2006; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Heinemann, 

Kann & Schuchmann, 2006; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Avoli & Jefferys, 2016;  

Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Villasana-Salazar et al., 2020; Martínez-García et 

al., 2021). El 4-AP es un fármaco convulsivante cuyo mecanismo de acción es el 

bloqueo de varios tipos de canales de potasio activados por voltaje (Gustafsson et 

al., 1984; Peña & Alavez-Pérez, 2006), es decir, que la 4-AP induce sus efectos a 

través de un incremento directo de la excitabilidad y la consecuente liberación de 

neurotransmisores en los circuitos neuronales (Peña & Tapia, 1999; 2000). En 

preparaciones in vitro, la administración de 4-AP induce la aparición de descargas 

epileptiformes de alto voltaje con un patrón electrofisiológico que se asemeja al de 

las espigas interictales observadas en pacientes con epilepsia (Dinkelacker et al., 

2016; Avoli et al., 2013; Reyes-Garcia et al., 2018), así como actividad epileptiforme 

cuyo patrón electrofisiológico se asemeja al de un ictus (Peña & Alavez-Pérez, 2006; 
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Avoli et al., 2013; Reyes-Garcia et al., 2018). En preparaciones in vivo, la 

administración sistémica o intracerebral de 4-AP induce actividad epileptiforme, 

crisis convulsivas y, dependiendo de la dosis utilizada, la muerte de los animales 

(Mihaly et al., 1990; Peña & Tapia, 1999; 2000; Hewapathirane et al., 2008; Chiang 

et al., 2013; Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Otro de los modelos experimentales 

más utilizados para estudiar los mecanismos celulares de la hiperexcitabilidad, así 

como tratamientos enfocados en abolir esta actividad, es la administración de PTZ, 

principalmente en preparaciones in vivo (Fisher, 1989; Velisek et al., 1992; Velisek, 

2006; Zavala-Tecuapetla & López-Meraz, 2011;  Löscher, 2011; 2016). El PTZ es 

un fármaco convulsivante que ejerce sus efectos a través del antagonismo no 

competitivo de los receptores GABAA (Squires et al., 1984; Velisek, 2006; Luszcki & 

Czuczwar, 2005; Wang et al., 2022). Es decir, que el PTZ induce hiperexcitabilidad 

neuronal a través de la desinhibición de los circuitos neuronales. En preparaciones 

in vivo, la aplicación sistémica de PTZ induce de forma aguda hiperexcitabilidad 

generalizada y actividad convulsiva, que, dependiendo de la dosis, puede ocasionar 

la muerte de los animales (Lüttjohann et al., 2009; Wang et al., 2022). La aplicación 

in vitro de PTZ ha sido poco utilizada, probablemente debido a que la 

hiperexcitabilidad que induce es transitoria y necesita de la presencia de 

condiciones que favorezcan la excitabilidad neuronal, como el alto K+ o la ausencia 

de Mg2+ en la solución de registro (Raza et al., 2002; Chang et al., 2014; Hann & 

Burrel, 2015). Adicionalmente, el PTZ también se ha utilizado como modelo de 

epileptogénesis, debido a que su administración repetida resulta en un aumento 

gradual y duradero de la susceptibilidad para presentar hiperexcitabilidad neuronal 

y actividad convulsiva (Fisher, 1989; Velisek et al., 1992; Velisek, 2006; Zavala-

Tecuapetla & López-Meraz, 2011;  Löscher, 2011; 2016). La epileptogénesis 

también puede ser modelada a través de la estimulación eléctrica de forma repetitiva 

de una estructura cerebral, principalmente de la amígdala o del hipocampo 

(McIntyre et al., 2002; Morimoto et al., 2004; Zavala-Tecuapetla & López-Meraz, 

2011; Valdés-Cruz et al., 2019). Este modelo, llamado kindling eléctrico, ha sido 

ampliamente utilizado en la literatura para inducir un aumento progresivo y duradero 

de la susceptibilidad para producir hiperexcitabilidad neuronal y actividad convulsiva 
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(McIntyre et al., 2002; Morimoto et al., 2004; Zavala-Tecuapetla & López-Meraz, 

2011; Valdés-Cruz et al., 2019). Asimismo, el modelo de kindling eléctrico también 

puede ser aplicado para inducir actividad convulsiva espontánea y recurrente 

(Morimoto et al., 2004), de esta forma, permitiendo también estudiar el desarrollo de 

la epilepsia. Los modelos de epilepsia, es decir, aquellos modelos experimentales 

en donde se induce actividad convulsiva espontánea y recurrente (Pitkänen et al., 

2007; 2015), consisten principalmente en la aplicación sistémica o intracerebral de 

fármacos convulsivantes como la pilocarpina o el ácido kaínico (Cavalheiro, 1995; 

Müller et al., 2009; Lévesque & Avoli, 2013), aunque también pueden ser inducidos 

a través de estimulación eléctrica (Nissinen et al., 2000). En general, en los modelos 

de epilepsia, se induce un status epilepticus de forma aguda con la aplicación de 

los fármacos convulsivantes antes mencionados o de la estimulación eléctrica y, 

días después, se observa el desarrollo de crisis convulsivas espontáneas y 

recurrentes (Fisher, 1989; Velisek et al., 1992; Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & 

López-Meraz, 2011).  

Con los modelos experimentales se ha podido observar que existen múltiples 

mecanismos neurofisiológicos responsables de la generación de hiperexcitabilidad, 

que parecieran alterar el balance entre la excitación y la inhibición de los circuitos 

neuronales (Avoli & Williamson, 1996; Engel & Schwartzkroin, 2006; Badawy et al., 

2009a; 2009b; Ackerman & Moshé, 2010; Wang et al., 2022). De forma simplificada, 

se ha propuesto que la hiperexcitabilidad puede ser generada a partir del incremento 

de la excitabilidad, así como mediante la desinhibición de los circuitos neuronales 

(Avoli & Williamson, 1996; Engel & Schwartzkroin, 2006; Badawy et al., 2009a; 

2009b; Ackerman & Moshé, 2010; Wang et al., 2022).  

Comorbilidad entre el SAOS y la epilepsia. 

La presencia del SAOS es dos veces más común en pacientes con epilepsia que 

en sujetos sanos, presentándose entre el 5 y el 89 % de los pacientes con epilepsia 

(Malow et al., 2000; Manni et al., 2003; Vaughn & D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 

2006; Chihorek et al., 2007; Vendrame et al., 2014; Maurousset et al., 2017; 

McCarter et al., 2018; Söylemez et al., 2020). En algunos casos, el diagnóstico de 
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epilepsia es posterior al diagnóstico del SAOS (Höllinger et al., 2006; Chihorek et 

al., 2007). De hecho, Milano y colaboradores (2009) reportaron la presencia de 

actividad electroencefalográfica paroxística, similar a la actividad interictal 

observada en los pacientes con epilepsia (Dinkelacker et al., 2016; Avoli et al., 2013; 

Reyes-Garcia et al., 2018), en el 14 % de los sujetos estudiados de una población 

pediátrica con el SAOS que no tenían historial de crisis epilépticas, mientras que 

ninguno de los sujetos sin SAOS presentó esta actividad. Lo anterior sugiere que la 

presencia del SAOS podría inducir hiperexcitabilidad y precipitar el desarrollo de 

epilepsia. No obstante, es más común observar que el diagnóstico de epilepsia 

preceda al diagnóstico del SAOS (Malow et al., 2000; Manni et al., 2003; Vaughn & 

D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 2006; McCarter et al., 2018). De hecho, la resolución 

de la epilepsia, mediante cirugía resectiva del foco epiléptico, podría también 

resolver el SAOS (Foldvary-Schaefer et al., 2008), sugiriendo que la epilepsia podría 

ser un factor de riesgo para el desarrollo del SAOS. Los pacientes con epilepsia que 

presentan el SAOS exhiben una mayor frecuencia y severidad de las crisis 

epilépticas, comparados con pacientes con epilepsia que no presentan el SAOS 

(Chihorek et al., 2007; Shaheen et al., 2012; Scharf et al., 2020), así como un 

agravamiento en los signos/síntomas asociados al SAOS (Malow et al., 2000; 

Chihorek et al., 2007). La presencia del SAOS en pacientes con epilepsia 

incrementa el riesgo de sufrir muerte súbita y disminuye de forma importante la 

calidad de vida de estos pacientes (Piperidou et al., 2008; Andersen et al., 2012; 

Hashim et al., 2013; McCarter et al., 2018). Juntas, estas evidencias muestran que 

la coexistencia del SAOS y la epilepsia exacerba el deterioro progresivo de ambas 

patologías. 

La aplicación de tratamientos terapéuticos enfocados en el SAOS en pacientes con 

epilepsia, como la presión positiva continua de aire en las vías respiratorias (CPAP, 

por sus siglas en inglés) o las intervenciones quirúrgicas en las vías respiratorias 

superiores (como la tonsilectomía, la adenoidectomía y la uvuloplastía) e inferiores 

(como la traqueostomía), resulta en una disminución de la frecuencia y la severidad 

de las crisis epilépticas (Devinsky et al., 1994; Koh et al., 2000; Malow et al., 2000; 

Höllinger et al., 2006; Chihorek et al., 2007; Milano et al., 2009; Segal et al., 2000; 
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Vendrame et al., 2014; Liu & Wang, 2017; Marousset et al., 2017; Shirani et al., 

2017; Somboon et al., 2019; Jaseja et al., 2020), sugiriendo que los efectos que 

induce el SAOS sobre la epilepsia son reversibles tras el restablecimiento de la 

respiración “normal”. 

La neuroinflamación y su asociación con la epilepsia y el SAOS. 

La neuroinflamación. 

La inflamación es un proceso fisiológico llevado a cabo por el sistema inmunológico 

que ocurre cuando el organismo es expuesto a estímulos nocivos, como las 

infecciones o el daño tisular, y que tiene como finalidad la eliminación del agente 

patogénico, el restablecimiento de la homeostasis tisular y la facilitación de la 

recuperación del daño causado (Nathan, 2002; Kindt et al., 2007; DiSabato et al., 

2016; Shabab et al., 2017). En este sentido, la neuroinflamación es la respuesta 

inmunológica llevada a cabo en el sistema nervioso central (DiSabato et al., 2016; 

Shabab et al., 2017). Este proceso es mediado por el reconocimiento del estímulo 

nocivo, la síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias, la fagocitosis del 

agente patogénico y/o de las células dañadas y por la resolución de la inflamación 

(Nathan, 2002; Kindt et al., 2007; DiSabato et al., 2016; Shabab et al., 2017). El 

reconocimiento del estímulo nocivo es llevado a cabo a través de la activación de 

receptores especializados expresados en la membrana celular de las células 

inmunes, llamados receptores de reconocimiento de patrones (RRP), que, 

dependiendo de si la molécula que los activa se asocia a daño celular (DAM, por 

sus siglas en inglés) o a patógenos (PAM, por sus siglas en inglés), inducirán la 

activación de factores de transcripción, principalmente del factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras  de las células  activadas (NF, por sus 

siglas en inglés), que, a su vez, resultará en la producción de moléculas 

proinflamatorias y/o en la inducción de piroptosis (Kindt et al., 2007; Kigerl et al., 

2014; Kabba et al., 2018). La síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias en 

el cerebro es llevada a cabo principalmente por la microglía, que son células 

inmunitarias residentes en el sistema nervioso central (Kettenmann et al., 2011; 

2012), y, en menor medida, por otros tipos celulares que residen en el tejido 
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nervioso, como los astrocitos, las neuronas, los oligodendrocitos y las células 

endoteliales, así como por los macrófagos no parenquimales asociados a las 

meninges, a los espacios perivasculares y a los plexos coroideos, como las células 

dendríticas, los macrófagos perivasculares y los mastocitos (Delhaye et al., 2006; 

Sayed et al., 2010; Skaper et al., 2012; DiSabato et al., 2016; Goldman et al., 2016; 

Shabab et al., 2017; Kabba et al., 2018; Arcuri et al., 2019; Verhoog et al., 2020; 

Boccazzi et al., 2021). En este proceso, es común observar gliosis reactiva, que 

consiste en un aumento de la proliferación de la microglía y de los astrocitos, así 

como en la transición morfológica de estas células hacia una forma hipertrófica, y 

que da cuenta de la “activación” inmune de estas células (Kreutzberg, 1996; Jonas 

et al., 2012; Gao et al., 2013; Sierra et al., 2016; Verhoog et al., 2020). Entre las 

moléculas producidas durante la neuroinflamación se incluyen las citocinas 

proinflamatorias, principalmente la interleucina (IL) 1β (IL1β), la IL6 y el factor de 

necrosis tumoral α (TNFα, por sus siglas en inglés), así como las moléculas 

quimioatrayentes, llamadas quimiocinas, y las especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno (Nathan, 2002; Kindt et al., 2007). El objetivo de la producción local de 

moléculas proinflamatorias es eliminar el estímulo nocivo mediante la activación 

proinflamatoria de las células circundantes, la invasión de células inmunes a la zona 

afectada y la inducción de toxicidad al agente patogénico y/o a las células dañadas 

(Nathan, 2002; Delhaye et al., 2006; Kindt et al., 2007). Finalmente, ante la ausencia 

del estímulo nocivo, la inflamación local es resuelta a través de una 

retroalimentación negativa que inducen las moléculas proinflamatorias y que 

conlleva a la producción y liberación de moléculas antiinflamatorias, como la IL10, 

la IL4, el factor de crecimiento transformante β (TGFβ, por sus siglas en inglés) y la 

proteína antagonista del receptor de la interleucina 1 (IL1Ra, por sus siglas en 

inglés), provocando una disminución de la síntesis de moléculas proinflamatorias 

(Nathan, 2002; Cervantes-Villagrán et al., 2014; Zhao et al., 2015). A su vez, las 

moléculas antiinflamatorias inducen la resolución de la inflamación a través de la 

disminución de la proliferación y maduración de células inmunes, la inducción de 

apoptosis y de fagocitosis de las células dañadas, así como la inhibición de la 

síntesis y liberación de citocinas proinflamatorias (Nathan, 2002; Cervantes-
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Villagrán et al., 2014). Como se puede apreciar, la neuroinflamación aguda 

desencadenada por un estímulo nocivo es un fenómeno reversible que concluye 

cuando el agente patogénico es removido (Nathan, 2002; Kettenmann et al., 2011; 

2013; Jonas et al., 2012; Verkhratsky & Noda, 2014; Cervantes-Villagrán et al., 

2014; Ziebell et al., 2015). Sin embargo, cuando el estímulo nocivo no puede ser 

removido o eliminado ocurre neuroinflamación crónica, proceso que se ha 

observado en una variedad de patologías cerebrales (Ziebell et al., 2015; Colonna 

& Butovski, 2017), entre las que se encuentra la epilepsia (Vezzani & Granata, 2005; 

Vezzani et al., 2011; Karlstetter et al., 2014; Ziebell et al., 2015; Bloomfield et al., 

2016; Selvaraj et al., 2017; Colonna & Butovski, 2017). 

Neuroinflamación en la epilepsia. 

La presencia de neuroinflamación en pacientes con epilepsia es un fenómeno 

ampliamente descrito en la literatura (Vezzani & Granata, 2005; Aronica & Gorter, 

2007; Aronica & Crino, 2011; Vezzani et al., 2011; Aronica et al., 2012; Alyu & 

Dikmen, 2016; Rana & Musto, 2018). Diversos reportes han evidenciado la 

presencia de niveles elevados de moléculas proinflamatorias en tejido resecado de 

pacientes con epilepsia farmacorresistente, que incluyen a citocinas 

proinflamatorias, a quimiocinas y a especies reactivas de nitrógeno (Vezzani & 

Granata, 2005; Aronica & Gorter, 2007; Fabene et al., 2010; Aronica & Crino, 2011; 

Vezzani et al., 2011; Aronica et al., 2012; Rana & Musto, 2018). Por ejemplo, Leal y 

colaboradores (2017a) analizaron la expresión de moléculas proinflamatorias en 

muestras de hipocampo y de corteza temporal obtenidas de pacientes con epilepsia 

del lóbulo temporal resistente al tratamiento farmacológico y las compararon con 

muestras postmortem de hipocampo y corteza temporal de sujetos sin epilepsia. En 

este trabajo, los autores observaron una sobreexpresión de la citocina 

proinflamatoria IL1β (Leal et al., 2017a). En el mismo sentido, Mercado-Gómez y 

colaboradores (2018) observaron un aumento en la expresión de las citocinas 

proinflamatorias IL1β, IL6 y TNFα, además de un aumento en la expresión de la 

proteína de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1, por sus siglas en inglés), que 

promueve la síntesis de citocinas proinflamatorias a través de la activación de los 
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receptores tipo Toll (TLR) (Aronica & Crino, 2011), y del factor de transcripción 

RELA, que forma parte del factor de transcripción NF (Echeverri & Mockus, 

2008), en el bulbo olfatorio obtenido de pacientes con epilepsia del lóbulo frontal 

farmacorresistente. Resultados similares han sido observados por Teocchi y 

colaboradores (2013) en tejido hipocampal resecado de pacientes con epilepsia del 

lóbulo temporal resistente a fármacos, en donde los autores reportaron una 

sobreexpresión de TNFα, de NF y de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, por 

sus siglas en inglés), que se sobrerregula en astrocitos reactivos (Verhoog et al., 

2020). Adicionalmente, Kan y colaboradores (2012), observaron que en tejido 

hipocampal y cortical obtenido de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal 

farmacorresistente se expresan niveles elevados de varias moléculas 

proinflamatorias, entre las que se encontraron citocinas proinflamatorias, como la 

IL1β, la IL6, la IL17 y el interferón (IFN) α, entre otras, y de citocinas 

antiinflamatorias, como la IL4, la IL10, la IL25 y la proteína IL1Ra, además de 

algunas quimiocinas, como la CCL2, la CCL3 y la CCL4. Asimismo, también se ha 

observado una mayor inmunorreactividad de la citocina proinflamatoria IL1α, así 

como una sobreexpresión de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2), que promueve la 

síntesis de moléculas proinflamatorias llamadas prostaglandinas (Kindt et al., 2007), 

en tejido hipocampal y cortical extraído de pacientes con epilepsia del lóbulo 

temporal resistente a farmacoterapia (Sheng et al., 1994; Desjardins et al., 2003). 

En otro estudio más reciente (Castañeda-Cabral et al., 2020), los autores 

observaron que, además de una mayor cantidad de las citocinas proinflamatorias 

IL1β y TNFα, ocurre un incremento del receptor de necrosis tumoral (TNFR, por sus 

siglas en inglés) tipo 1 y de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS, por sus 

siglas en inglés), la cual media la producción de la especie reactiva de nitrógeno 

óxido nítrico (Aktan, 2004), en la microvasculatura de la corteza temporal obtenida 

de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal farmacorresistente, advirtiendo que 

las células endoteliales también modulan el estado proinflamatorio en la epilepsia. 

Estas evidencias han sido confirmadas con el análisis de la expresión de genes, 

mediante microarreglos, de muestras de hipocampo obtenidas de pacientes con 

epilepsia del lóbulo temporal farmacorresistente, en donde se ha observado una 
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sobreexpresión de la IL1α, la IL1β, la IL6, la IL18, el TNFα y el TGFβ, además del 

dominio de la familia del receptor tipo NOD que contiene pirina tipo 1 (NLRP1, por 

sus siglas en inglés; Aronica & Gorter, 2007; Lachos et al., 2011; Dixit et al., 2016), 

que forma parte del complejo multiproteico que media la maduración de la IL1β y la 

IL18, llamado inflamasoma NLRP1 (Gabay et al., 2010; Alberts et al., 2015). De 

forma adicional a la sobreexpresión de moléculas proinflamatorias, también se ha 

observado la presencia de células gliales y vasculares “activadas” en el tejido de 

pacientes con epilepsia, que se ha relacionado estrechamente con 

neurodegeneración (Beach et al., 1995; Cornford et al., 1998; Doherty et al., 2007; 

Lang & Hart, 2010; Kettenmann et al., 2011; Lachos et al., 2011; Dixit et al., 2016; 

Leal et al., 2017a; Klement et al., 2018; Altmann et al., 2021). En tejido cerebral 

postmortem y en tejido obtenido de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal, se 

ha observado la presencia y proliferación de células gliales con morfología 

hipertrófica, principalmente microglía y astrocitos, en el hipocampo y en la corteza 

cerebral (Beach et al., 1995; Love et al., 2004; Lang & Hart, 2010; Butler et al., 2011; 

Klement et al., 2018; Altmann et al., 2021). Adicionalmente, se ha observado 

hipertrofia y proliferación de células que componen la vasculatura cerebral, como 

los pericitos y las células endoteliales (Cornford et al., 1998; Klement et al., 2018). 

Estas evidencias sugieren que estas células participan activamente en el proceso 

neuroinflamatorio crónico observado en pacientes con epilepsia. A este respecto, 

recientemente, mediante tomografía por emisión de positrones (TEP) con un 

radioligando que se acopla a la proteína translocadora mitocondrial (TSPO, por sus 

siglas en inglés), presente principalmente en la microglía activada (Karlstetter et al., 

2014; Scott et al., 2017) y en menor medida en los astrocitos activados (Lavisse et 

al., 2012; Scott et al., 2017), se ha observado un aumento de este marcador de 

neuroinflamación en el cerebro de pacientes con epilepsia (Butler et al., 2011; 2016). 

Los autores observaron que el aumento de este marcador de neuroinflamación se 

encontró de forma generalizada en un paciente con epilepsia frontal, inclusive en 

áreas cerebrales lejanas al foco epiléptico (Butler et al., 2016). Adicionalmente, los 

niveles de este marcador de neuroinflamación aumentaron aún más en el foco 

epiléptico aproximadamente 36 horas después de haber ocurrido una crisis 
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epiléptica (Butler et al., 2016), mostrando que las crisis epilépticas modulan de 

forma positiva a la neuroinflamación, posiblemente a través de la activación de las 

células microgliales. Asimismo, es importante resaltar que prácticamente todas las 

etiologías asociadas con el desarrollo de la epilepsia involucran procesos 

inflamatorios en el cerebro (Aarli, 2000; Love et al., 2004; Lang & Hart, 2010; 

Cederberg & Siesjö, 2010; Butler et al., 2011; Gorter et al., 2015; Butler et al., 2016; 

Webster et al., 2017; Xu et al., 2017). Ejemplos claros son las encefalopatías 

inducidas por virus (p. ej. el Herpes simple tipo 1; Love et al., 2004), por bacterias 

(Maganti et al., 2008), por neurocisticercosis (Chauhan et al., 2015), por 

enfermedades autoinmunes (p. ej. la encefalitis de Rasmussen; Lang & Hart, 2010; 

Fabene et al., 2010), por traumatismos craneoencefálicos (Cederberg & Siesjö, 

2010; Webster et al., 2017; Xu et al., 2017), por enfermedades priónicas (p. ej. la 

enfermedad de Creutzfeldt-Jakob; Krbot et al., 2018), así como las encefalopatías 

inducidas por crisis sintomáticas agudas (p. ej. las causadas por intoxicación, por 

tumores cerebrales, por trastornos metabólicos o por un status epilepticus; Butler et 

al., 2011; Gorter et al., 2015; Xu et al., 2017; Leal et al., 2017a). Juntas, estas 

evidencias indican que la neuroinflamación no sólo es inducida de forma aguda en 

respuesta a eventos ictales, sino que se encuentra crónicamente activa durante el 

desarrollo de la epilepsia, advirtiendo que la neuroinflamación podría estar 

promoviendo la evolución y el mantenimiento de la epilepsia (Vezzani & Granata, 

2005; Gorter et al., 2015; Ziebell et al., 2015; Eyo et al., 2016; Vezzani et al., 2019). 

Asimismo, como se detallará más adelante, las moléculas proinflamatorias 

involucradas en la neuroinflamación crónica, como la IL1β, la IL6 y el TNFα, entre 

otras, incrementan la excitabilidad neuronal e incluso, son capaces de inducir 

hiperexcitabilidad (Vezzani et al., 2002; 2004; 2008; Vezzani & Viviani, 2015). 

Neuroinflamación en el SAOS. 

Nada se ha investigado sobre la presencia de neuroinflamación en pacientes con el 

SAOS. Sin embargo, existe evidencia de procesos inflamatorios sistémicos en estos 

pacientes (Daulatzai, 2012; Lin et al., 2016; Kheirandish-Gozal & Gozal, 2019; Liu 

et al., 2020; Wang et al., 2021). Tal vez, el primer indicio de la participación de 
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procesos inflamatorios en el SAOS es la mejoría de los signos/síntomas de este 

síndrome tras el tratamiento con fármacos antiinflamatorios esteroideos y no 

esteroideos, principalmente en pacientes pediátricos (Kheirandish-Gozal et al., 

2014; Kuhle et al., 2020). Aunado a esto, múltiples reportes han hecho evidente la 

presencia crónica de inflamación local y sistémica en pacientes con el SAOS 

(Daulatzai, 2012; Lin et al., 2016; Kheirandish-Gozal & Gozal, 2019; Liu et al., 2020; 

Wang et al., 2021). En un metaanálisis realizado por Nadeem y colaboradores 

(2013), los autores revisaron la literatura publicada entre los años 1968 y 2011, y 

analizaron los niveles de la expresión de moléculas proinflamatorias en el suero de 

pacientes con el SAOS (n = 2952) y de pacientes “sanos” (n = 2784). Estos autores 

encontraron que las moléculas proinflamatorias que mayormente se sobreexpresan 

en el suero de los pacientes con el SAOS son el TNFα, la IL6, la IL8 y la proteína C 

reactiva (CRP, por sus siglas en inglés), que es un mediador de la activación del 

sistema inmune a través del sistema del complemento (Kindt et al., 2007; Nadeem 

et al., 2013). Otros estudios también han reportado una sobreexpresión de las 

citocinas proinflamatorias IL1β y TNFα en el suero de pacientes con el SAOS (Alberti 

et al., 2003). Estos resultados se han corroborado en investigaciones más recientes 

(Motamedi et al., 2018; Reale et al., 2020), en donde se ha observado un incremento 

de las citocinas proinflamatorias IL6 e IL17 en el suero de los pacientes con el 

SAOS, además de una disminución del TGFβ, que es una molécula antiinflamatoria 

(Kindt et al., 2007). De forma consistente, también se han observado marcadores 

de inflamación en las vías respiratorias de pacientes con el SAOS (Sekosan et al., 

1996; Payne et al., 2006). Sekosan y colaboradores (1996) reportaron leucocitosis 

en la úvula palatina extraída quirúrgicamente de pacientes con el SAOS. El mismo 

resultado fue obtenido en tejido nasal y bronquial de pacientes con el SAOS 

(Rubistein, 1995; Lacedonia et al., 2011). En el mismo sentido, Payne y 

colaboradores (2006) observaron marcadores macroscópicos de inflamación en la 

laringe del 90 % de los pacientes con el SAOS, que incluyeron eritema, hipertermia, 

edema difuso e hipertrofia del tejido. Curiosamente, el tratamiento del SAOS 

mediante la aplicación de CPAP o a través de las intervenciones quirúrgicas de las 

vías respiratorias superiores (como la tonsilectomía y la uvulopalatoplastía), revierte 
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la sobreexpresión de estos marcadores de inflamación sistémica (Lacedonia et al., 

2011; Macey, 2012; Mutlu et al., 2017; Kheirandish-Gozal & Gozal 2019; Wang et 

al., 2021). Como se mencionó anteriormente, si bien, a la fecha no existen 

evidencias clínicas del efecto del SAOS sobre la inflamación cerebral, estudios 

experimentales han demostrado que la HIC, la principal consecuencia inmediata del 

SAOS (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019), es capaz de inducir 

neuroinflamación (Row et al., 2003; Smith et al., 2013; Dumitrascu et al., 2013; Liu 

et al., 2018; Wu et al., 2021). Estas evidencias experimentales serán discutidas a 

continuación. 

Mecanismos de neuroinflamación inducidos por la hiperexcitabilidad y 

la hipoxia intermitente crónica (HIC). 

Neuroinflamación en modelos experimentales de hiperexcitabilidad y de 

epilepsia. 

En los pacientes con epilepsia y en los modelos experimentales de 

hiperexcitabilidad y de epilepsia se ha descrito ampliamente la presencia de 

marcadores de neuroinflamación (Vezzani & Granata, 2005; Fabene et al., 2010; 

Gorter et al., 2015; Alyu & Dikmen, 2016; Eyo et al., 2016; Khaspekov & Frumkina, 

2017; Webster et al., 2017; Hiragi et al., 2018). De forma general, en los modelos 

experimentales de hiperexcitabilidad, por ejemplo, con la estimulación eléctrica del 

hipocampo, la inducción de crisis febriles o la administración de ácido kaínico o de 

pilocarpina, se ha observado un aumento en la expresión y liberación de moléculas 

proinflamatorias, como las citocinas IL1β, TNFα, IL6, IL12 e IFNβ; las quimiocinas 

CCL2 y su receptor CCR2; y las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 

peróxido de hidrógeno (H2O2) e iNOS, respectivamente (Vezzani et al., 1999; De 

Simoni et al., 2000; Hailer et al., 2005; Ravizza et al., 2008; Fabene et al., 2010; 

Benson et al., 2015; Álvarez-Croda et al., 2015; Zhuang et al., 2016; Sabilallah et 

al., 2016; Vinet et al., 2016; Gross et al., 2017; Pardo-Peña et al., 2018a; Altmann 

et al., 2021). En el mismo sentido, se ha observado una sobreexpresión de 

marcadores de activación microglial y astroglial, como la molécula adaptadora de 

unión a calcio ionizado 1 (Iba1, por sus siglas en inglés), la proteína TSPO, el CD11b 
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y la GFAP (Vezzani et al., 1999; De Simoni et al., 2000; Ravizza et al., 2008; 

Amhaoul et al., 2015; Sabilallah et al., 2016; Zhuang et al., 2016; Wyatt-Johnson et 

al., 2017; Advic et al., 2018; Klement et al., 2018; Pardo-Peña et al., 2018a; Altmann 

et al., 2021). De forma consistente, también se ha observado la presencia de 

microgliosis y de astrogliosis hipocampal, así como de pericitosis (De Simoni et al., 

2000; Voutsinos-Porche et al., 2004; Hailer et al., 2005; Ravizza et al., 2008; Eyo et 

al., 2014; Avignone et al., 2015; Amhaoul et al., 2015; Kosonowska et al., 2015; 

Vinet et al., 2016; Sabilallah et al., 2016; Wyatt-Johnson et al., 2017; Klement et al., 

2018; Shapiro et al., 2018; Altmann et al., 2021). Adicionalmente, estos marcadores 

proinflamatorios se han asociado con neurodegeneración y se ven más 

incrementados en animales que tienen crisis convulsivas más severas (Ravizza et 

al., 2008; Benson et al., 2015; Sabilallah et al., 2016; Álvarez-Croda et al., 2015; 

Pardo-Peña et al., 2018a; Altmann et al., 2021). Por otro lado, la inducción de 

hiperexcitabilidad en condiciones in vitro ejerce efectos sobre las fisiología de las 

células microgliales, produciendo un aumento sustancial de la convergencia entre 

los procesos microgliales con las dendritas neuronales y de la velocidad con la que 

se mueven estos procesos (Eyo et al., 2015). Esta convergencia entre los procesos 

microgliales y las dendritas neuronales fue reproducida por la administración de 

IL1β y bloqueada por la proteína IL1Ra in vitro (Eyo et al., 2015). Adicionalmente, 

resultados similares han sido observados en animales sometidos a status 

epilepticus inducido con ácido kaínico (Eyo et al., 2014). En este mismo sentido, 

utilizando modelos experimentales de epileptogénesis y de epilepsia, como el 

kindling eléctrico amigdalino, la inducción de traumatismo craneoencefálico, la 

estimulación eléctrica del hipocampo o la administración de ácido kaínico o de 

pilocarpina, se ha observado un incremento gradual y sostenido de los mismos 

marcadores de neuroinflamación (Vezzani & Granata, 2005; Ravizza et al., 2008; 

Fabene et al., 2010; Gorter et al., 2015; Alyu & Dikmen, 2016; Eyo et al., 2016; 

Khaspekov & Frumkina, 2017; Webster et al., 2017; Hiragi et al., 2018). 

Particularmente, cuando los animales han desarrollado crisis convulsivas 

espontáneas y recurrentes, se ha observado una sobreexpresión de diferentes 

marcadores de neuroinflamación como la IL1β, la IL6, el TNFα, la iNOS, el CD11b, 
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la Iba1 y la GFAP, así como de microgliosis, astrogliosis, pericitosis y 

neurodegeneración (Vezzani et al., 1999; De Simoni et al., 2000; Ravizza et al., 

2008; Voutsinos-Porche et al., 2004; Aalbers et al., 2014; Kosonowska et al., 2015; 

Benson et al., 2015; Amhaoul et al., 2015; Vinet et al., 2016; Sabilallah et al., 2016; 

Wyatt-Johnson et al., 2017; Xu et al., 2017; Bertani et al., 2017; Avdic et al., 2018; 

Brackhan et al., 2018; Shapiro et al., 2018; Klement et al., 2018; Altmann et al., 

2021). Asimismo, se ha demostrado que el tratamiento de los animales con la 

proteína IL1Ra es capaz de prevenir la neuroinflamación producida por la inducción 

experimental de epilepsia, así como de disminuir la actividad convulsiva inducida de 

forma aguda y de reducir las crisis convulsivas espontáneas y recurrentes (Vezzani 

et al., 2000; De Simoni et al., 2000; Hailer et al., 2005; Ravizza et al., 2008; Bertani 

et al., 2017). Finalmente, de forma similar a lo reportado en pacientes con epilepsia 

(Butler et al., 2011; 2016), Brackhan y colaboradores (2018), utilizando la TEP con 

un radioligando que se acopla a la proteína TSPO, describieron el patrón de 

activación microglial a lo largo de la epileptogénesis inducida por la administración 

de litio/pilocarpina, mostrando que la activación microglial incrementa de forma 

gradual y generalizada durante el curso de la epileptogénesis, pero con mayor 

intensidad en el hipocampo, en donde también observaron microgliosis y 

astrogliosis en asociación con neurodegeneración.  

En conjunto, la inducción experimental de hiperexcitabilidad y de epilepsia, resulta 

en un aumento de la neuroinflamación que involucra principalmente la participación 

de la microglía y de los astrocitos, sugiriendo que la “activación“ proinflamatoria de 

estos tipos celulares podría estar promoviendo y sosteniendo la hiperexcitabilidad 

neuronal característica de estos modelos experimentales.  

Neuroinflamación inducida por la HIC. 

En cuanto a la inducción experimental de HIC, que es la principal consecuencia 

inmediata del SAOS (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019), recientemente se 

ha observado que induce un aumento de marcadores proinflamatorios en el cerebro 

(Liu et al., 2020). La HIC puede ser inducida de diferentes maneras, con la finalidad 

de modelar los eventos intermitentes de apnea que se observan en los pacientes 
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con el SAOS (Sforza & Roche, 2016). La forma más común de inducir HIC en 

animales es mediante el uso de cámaras de plexiglás equipadas con inyectores de 

O2 y N2, así como con sensores de O2, N2, humedad y temperatura, permitiendo el 

control y el registro de la cantidad de oxígeno dentro de las cámaras (Zoccal et al., 

2008; Moraes & Machado, 2015; Villasana-Salazar et al., 2020; Hernández-Soto et 

al., 2021). Para inducir la HIC, los animales son sometidos a episodios recurrentes 

y breves de hipoxia moderada (3-8 % de O2 inspirado), alternados con episodios de 

normoxia, por varias horas durante el día a lo largo de varios días o semanas (Zoccal 

et al., 2008; Moraes & Machado, 2015; Sforza & Roche, 2016; Villasana-Salazar et 

al., 2020; Hernández-Soto et al., 2021). Otros modelos experimentales de HIC 

incluyen la obstrucción mecánica o quirúrgica de las vías áreas superiores 

(Almendros et al., 2007; Sforza & Roche, 2016; Tarasiuk & Segev, 2018), así como 

el uso de animales que espontáneamente desarrollan episodios de apnea durante 

el sueño, como los perros bulldog ingleses o los cerdos miniatura de Yucatán 

(Sforza & Roche, 2016). Similar a lo observado en pacientes con el SAOS, la 

inducción experimental de HIC resulta en alteraciones patológicas, incluyendo 

hipertensión, fallas cardiacas, diabetes, déficit cognitivo y olfatorio, además de 

alteraciones estructurales en el cerebro (Row et al., 2003; Zoccal et al., 2008; 

Dumitrascu et al., 2013; Sharpe et al., 2013; Smith et al., 2013; Wang et al., 2015; 

Goussakov et al., 2019; Labarca et al., 2020; Zhang et al., 2020; Hernández-Soto et 

al., 2021). Aunado a lo anterior, recientemente se ha descrito la presencia de 

neuroinflamación en animales expuestos a HIC (Liu et al., 2020). Particularmente, 

se ha observado un aumento gradual de citocinas proinflamatorias en el hipocampo 

y la corteza cerebral de animales expuestos a HIC, incluyendo a la IL1β, al TNFα y 

a la IL6, así como un aumento de quimiocinas como la CCL2 y la CCL5, y de 

marcadores de estrés oxidativo como la enzima COX2, el malondialdehido y la 

enzima iNOS (Smith et al., 2103; Sapin et al., 2015; Zhang et al., 2015; Gong et al., 

2020; Wu et al., 2021). Este efecto proinflamatorio inducido por la HIC parece estar 

mediada por la activación del factor de transcripción NF (Oliver et al., 2009; 

Murugan et al., 2011; Korbecki et al., 2021). En el mismo sentido, estos marcadores 

de neuroinflamación se han asociado con astrogliosis, microgliosis, declive cognitivo 
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y con neurodegeneración en el hipocampo (Row et al., 2003; Murugan et al., 2011; 

Baronio et al., 2013; Zhang et al., 2015; Liu et al., 2018; Gong et al., 2020). Es 

importante mencionar, que estos marcadores de neuroinflamación aumentan en 

una forma dependiente de la duración de la HIC, es decir, que entre más tiempo de 

exposición tengan los animales a la HIC, más severa será la neuroinflamación 

(Smith et al., 2013; Sapin et al., 2015). Por otra parte, algunas investigaciones han 

reportado que la inducción experimental de HIC incrementa la excitabilidad 

hipocampal (Goussakov et al., 2019; 2021). En un modelo de hipoxia intermitente 

neonatal, Goussakov y colaboradores (2019; 2021) observaron que la exposición a 

hipoxia intermitente durante 5 días en animales neonatos resulta en una 

potenciación de la transmisión sináptica de las colaterales de Schaffer en el 

hipocampo. Adicionalmente, se observó que esta potenciación inducida por la 

hipoxia intermitente ocluyó la inducción de potenciación a largo plazo con 

estimulación eléctrica, efecto que incluso se acentuó 6 días después del último día 

de hipoxia (Goussakov et al., 2019). Posteriormente, estos mismos autores 

observaron que estos efectos se encontraron mediados por el receptor 

glutamatérgico tipo NMDA (Goussakov et al., 2021). Otros autores también han 

observado este efecto oclusivo de la potenciación a largo plazo hipocampal como 

resultado de la HIC en animales adultos (Khuu et al., 2019; Arias-Cavieres et al., 

2021), sugiriendo que la HIC podría estar generando potenciación sináptica también 

en animales adultos. Este efecto es similar al observado en animales en el periodo 

crónico de la epileptogénesis, en donde se ha observado una potenciación sináptica 

a largo plazo como resultado de la epileptogénesis y que ocluye parcialmente la 

inducción de potenciación a largo plazo con estimulación eléctrica, en comparación 

con animales control (Suárez et al., 2012), sugiriendo que la oclusión de la 

potenciación a largo plazo observada en animales sometidos a HIC pudiera estar 

reflejando un estado crónico de hiperexcitabilidad. Aunado a lo anterior, el efecto de 

la hipoxia sobre la excitabilidad neuronal y la actividad epileptiforme ha sido 

ampliamente caracterizado (Jensen et al., 1991; 1992; 1998; Wais et al., 2009; 

Bjorkman et al., 2010; Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015). 

De hecho, pareciera que la inducción de hipoxia, ya sea en animales neonatos o 
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adultos, resulta en un aumento duradero de la susceptibilidad para presentar 

actividad epileptiforme, e incluso es capaz de inducir epileptogénesis (Jensen et al., 

1991; 1992; 1998; Owens et al., 1997; Wais et al., 2009; Bjorkman et al., 2010; 

Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015), sugiriendo que la HIC 

podría también exacerbar la inducción de hiperexcitabilidad neuronal.  

En suma, se puede apreciar que la neuroinflamación es un factor común entre la 

epilepsia experimental y la HIC, y que la activación proinflamatoria de la glía podría 

participar en el desarrollo de ambos procesos patológicos. Sin embargo, a pesar de 

las múltiples evidencias que asocian a la hipoxia con el desarrollo de 

hiperexcitabilidad, hasta esta tesis, no se había investigado el efecto de la HIC sobre 

la inducción de hiperexcitabilidad, así como tampoco su posible permanencia o 

reversibilidad. 

Efecto de las moléculas proinflamatorias sobre la actividad neuronal y 

su hiperexcitabilidad. 

Con el objetivo de ahondar en el posible rol de la neuroinflamación como mecanismo 

precipitador de la hiperexcitabilidad neuronal observada en la epilepsia y en el 

SAOS, a continuación, se describirá el efecto de algunas moléculas proinflamatorias 

sobre la excitabilidad neuronal y la inducción experimental de hiperexcitabilidad, 

principalmente de las citocinas mayormente expresadas en ambas patologías, 

incluyendo a la IL1β, al TNFα y a la IL6, entre otras. De forma general, la 

administración de moléculas proinflamatorias en el tejido nervioso promueve la 

hiperexcitabilidad y el desarrollo de epilepsia (Vezzani et al., 2002; 2008; 2011; 

2019; Vezzani & Viviani, 2015), sugiriendo que las manipulaciones que inducen un 

aumento en la síntesis de estas moléculas proinflamatorias influenciarán de forma 

positiva a la generación de hiperexcitabilidad.  

La interleucina (IL) 1β (IL1β) 

La IL1β es una citocina cuyo potencial proinflamatorio ha sido descrito desde su 

descubrimiento (Rothwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Liu et al., 2018; Van 

Den Eeckhout et al., 2021). En el cerebro, esta citocina es producida principalmente 

por la microglía, aunque también puede ser producida por otros tipos celulares en 
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el cerebro como los astrocitos, las neuronas, los oligodendrocitos, las células 

endoteliales y los macrófagos no parenquimales (Rothwell & Luheshi, 2000; Gabay 

et al., 2010; Krasnow et al., 2017; Liu et al., 2018; Van Den Eeckhout et al., 2021). 

La síntesis de IL1β es llevada a cabo por la transcripción del gen il1β, a través de la 

activación del factor de transcripción NF por estímulos inmunógenos del tipo 

DAMs y PAMs, cuyo transcrito da lugar a un péptido inmaduro biológicamente 

inactivo llamado pro-IL1β (Gabay et al., 2010). La maduración del péptido pro-IL1β 

es llevada a cabo por la activación del inflamasoma, que es un complejo 

multiproteico cuyos elementos proteicos son sintetizados también a través de la 

activación del factor de transcripción NF (Lamkanfi & Dixit, 2008; Krasnow et al., 

2017; Van Den Eeckhout et al., 2021). En particular, la caspasa 1, que es una 

caspasa efectora asociada al inflamasoma (Gabay et al., 2010; Lopez-Castejon & 

Brough, 2011; Van Den Eeckhout et al., 2021), realiza la hidrólisis de la pro-IL1β y 

se ha propuesto que también media la liberación al espacio extracelular de la IL1β 

en su forma madura y biológicamente activa (Gabay et al., 2010; Lopez-Castejon & 

Brough, 2011; Van Den Eeckhout et al., 2021). La acción biológica de la IL1β es 

llevada a cabo principalmente a través del receptor de la interleucina 1 (IL1R) tipo 

1, que se encuentra expresado en la membrana celular de distintos tipos celulares 

en el cerebro, principalmente en las neuronas (Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et 

al., 2010; Van Den Eeckhout et al., 2021). Asimismo, la IL1β también tiene afinidad 

por los receptores “señuelo” IL1R tipo2 y tipo 3, que no ejercen señalización 

intracelular, por lo que su acoplamiento con la IL1β actúa como un mecanismo 

limitante de la señalización de esta citocina con el receptor IL1R tipo 1 (Rotwell & 

Luheshi, 2000; Van Den Eeckhout et al., 2021). Al acoplarse con la IL1β, la 

señalización intracelular inducida por el IL1R tipo 1 conlleva a la transcripción de 

moléculas proinflamatorias a través de la activación del factor de transcripción 

NF  (figura 1; Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Van Den Eeckhout et 

al., 2021). Esta cascada de señalización comienza con el reclutamiento y la 

activación de moléculas accesorias, como la proteína accesoria del IL1R (IL1RAP, 

por sus siglas en inglés) y el factor diferenciador mieloide 88 (MYD88, por sus siglas 

en inglés; figura 1; Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Van Den Eeckhout 
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et al., 2021). Asimismo, MYD88 recluta y activa al complejo de cinasas asociadas 

al IL1R tipo 1 y 2 (IRAK1 e IRAK2, por sus siglas en inglés), que, a su vez, reclutan 

y activan al factor asociado al receptor de TNF tipo 6 (TRAF6, por sus siglas en 

inglés), que es una proteína adaptadora con actividad ubiquitina-ligasa (figura 1; 

Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Pontreilli et al., 2019; Van Den 

Eeckhout et al., 2021). La activación de TRAF6 desencadena la ubiquitinación de 

las cinasas IRAK1 e IRAK2, del modulador esencial de NF (NEMO, por sus siglas 

en inglés) y de sí mismo (figura 1; Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; 

Pontreilli et al., 2019; Van Den Eeckhout et al., 2021). Una vez ubiquitinado, el factor 

TRAF6 es reconocido por la proteína de unión a la cinasa activada por el TGFβ 1 

(TAK1, por sus siglas en inglés) tipo 2 (TAB2, por sus siglas en inglés), cuya 

interacción activa a la cinasa TAK1, que, a su vez, activa a la cinasa de la proteína 

inhibidora de NF (I, por sus siglas en inglés) subunidad β (IKβ, por sus siglas 

en inglés; Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Pontreilli et al., 2019; Van 

Den Eeckhout et al., 2021). La activación de la cinasa IKβ activa a la proteína I 

y promueve su ubiquitinación, permitiendo la liberación de las subunidades p50 y 

p65 del factor de transcripción NF, también llamadas NF1 y RELA, 

respectivamente (figura 1; Rotwell & Luheshi, 2000; Gabay et al., 2010; Pontreilli et 

al., 2019; Van Den Eeckhout et al., 2021). La liberación de las subunidades p50 y 

p65 que conforman al factor de transcripción NF conlleva a la translocación de 

estas subunidades al núcleo y a la posterior transcripción de moléculas 

proinflamatorias, en donde se incluyen el TNFα, la IL6 y la misma IL1β, así como de 

moléculas antiinflamatorias como la proteína IL1Ra (figura 1; Rotwell & Luheshi, 

2000; Gabay et al., 2010; Pontreilli et al., 2019; Van Den Eeckhout et al., 2021). 

Asimismo, también se ha descrito que la IL1β puede producir efectos a través de 

vías no transcripcionales (Balosso et al., 2008). Asimismo, la IL1β es considerada 

como un factor maestro de la reacción inflamatoria, debido a que su presencia 

induce la transcripción de moléculas proinflamatorias, incluida ella misma, así como 

de moléculas antiinflamatorias, como la proteína IL1Ra, por lo que los efectos de la 

IL1β son directamente inhibidos por los productos que ella induce (figura 1; Rothwell 
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& Luheshi, 2000; La & Fischer, 2001; Gabay et al., 2010; Krasnow et al., 2017; Liu 

et al., 2018; Van Den Eeckhout et al., 2021). 

 

 
Figura 1. Esquema de la señalización intracelular del receptor de la interleucina 
1 (IL1R, por sus siglas en inglés) tipo 1. 1) En el espacio extracelular, la 
interleucina 1 β (IL1β) se acopla con el receptor IL1R tipo 1, lo que induce el 
reclutamiento intracelular de proteínas accesorias, como la proteína accesoria 
del IL1R (IL1RAP, por sus siglas en inglés), el factor diferenciador mieloide 88 
(MYD88, por sus siglas en inglés), a las cinasas asociadas al IL1R tipo 1 y 2 
(IRAK1 e IRAK2, por sus siglas en inglés) y al factor asociado al receptor de 
TNF tipo 6 (TRAF6, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, se muestra que 
el acoplamiento de la proteína antagonista del IL1R (IL1Ra) con el receptor 
IL1R tipo 1 evita el reclutamiento de IL1RAP. De esta forma, impidiendo la 
cascada de señalización del receptor IL1R tipo 1. 2) El reclutamiento de IL1RAP 
desencadena la activación de MYD88 y de las cinasas IRAK1 e IRAK2, 
promoviendo la activación de TRAF6, que es una proteína con actividad 
ubiquitina-ligasa. Los blancos de ubiquitinación de TRAF6 incluyen a las 

cinasas IRAK1 e IRAK2, al modulador esencial de NF (NEMO, por sus siglas 
en inglés) y a sí mismo. 3) La ubiquitinación de TRAF6 es reconocida por la 
proteína de unión a la cinasa activada por el factor de crecimiento 
transformante β 1 (TAK1, por sus siglas en inglés) tipo 2 (TAB2, por sus siglas 
en inglés), cuya interacción activa a la cinasa TAK1, que, a su vez, activa a la 

cinasa de la proteína inhibidora de NF (I, por sus siglas en inglés) 

subunidad β (IKβ, por sus siglas en inglés). 4) La cinasa IKβ activada 

promueve la activación y ubiquitinación de la proteína I, permitiendo la 
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desinhibición de las subunidades del factor de transcripción NF p50 y p65, 

también llamados NF1 y RELA, respectivamente, por los genes que 
transcriben a estas subunidades. 5) La liberación de las subunidades p50 y p65 

que conforman al factor de transcripción NF permite su translocación al 
núcleo y la posterior transcripción de moléculas proinflamatorias, como pro-
IL1β, IL6 y TNFα, así como antiinflamatorias, como pro-IL1Ra. 

 

Utilizando preparaciones in vitro, diversas investigaciones sugieren que la IL1β es 

capaz de regular la excitabilidad neuronal (Brady et al., 1994; Chao et al., 1995; 

Viviani et al., 2003; Kawasaki et al., 2008; Stemkowski et al., 2017; Clarkson et al., 

2017). Viviani y colaboradores (2003) observaron que la administración de IL1β 

exacerbó el incremento de Ca2+ intracelular producido por la aplicación de NMDA 

en cultivos primarios de neuronas hipocampales. Adicionalmente, estos autores 

observaron que la aplicación de IL1β indujo la fosforilación de la subunidad NR2A/B 

del receptor glutamatérgico tipo NMDA y la síntesis de IL6, así como excitotoxicidad 

(Viviani et al., 2003). Otros autores han mostrado que estos efectos inducidos por 

la aplicación de IL1β sobre los receptores glutamatérgicos tipo NMDA son 

exacerbados por la presencia de otras moléculas proinflamatorias como el TNFα en 

cultivos de neuronas humanas (Chao et al., 1995). En este mismo sentido, Brady y 

colaboradores (1994) observaron que después de administrar IL1β aumentó la 

expresión de c-fos, un marcador de actividad neuronal, en diferentes estructuras 

cerebrales. Por otro lado, Kawasaki y colaboradores (2008) observaron que la 

administración de IL1β induce un aumento en la frecuencia y en la amplitud de las 

corrientes postsinápticas excitatorias espontáneas y las inducidas por la aplicación 

de NMDA en neuronas de la médula espinal in vitro, así como una disminución en 

la frecuencia y la amplitud de las corrientes postsinápticas inhibitorias espontáneas 

y las inducidas por la aplicación de GABA y de glicina, sugiriendo que la IL1β 

promueve la excitabilidad neuronal a través de la modulación de receptores 

glutamatérgicos y GABAérgicos. Adicionalmente, Clarkson y colaboradores (2017) 

mostraron que la aplicación de IL1β induce un incremento en la excitabilidad y la 

sincronización de neuronas corticales in vitro. Curiosamente, la aplicación de GABA 

o de midazolam, que es un agonista de los receptores GABAA (Evans & Viola-

McCabe, 1996), no redujo la excitabilidad y la sincronización de las neuronas 
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tratadas con IL1β (Clarkson et al., 2017). Sin embargo, la aplicación de GABA o de 

midazolam redujo la excitabilidad y la sincronización neuronal en neuronas control, 

sugiriendo que la IL1β incrementa la excitabilidad y la sincronización neuronal a 

través de una reducción en la actividad y/o la expresión de los receptores GABAA 

(Clarkson et al., 2017). Juntas, estas evidencias sugieren que la IL1β incrementa la 

excitabilidad neuronal probablemente a través de la modulación de los receptores 

glutamatérgicos tipo NMDA y GABAérgicos tipo GABAA. Adicionalmente, otras 

evidencias indican que la IL1β también podría incrementar la excitabilidad neuronal 

a través de la reducción de la recaptura de glutamato llevada a cabo por los 

astrocitos (Ye & Sontheimer, 1996). 

Con respecto al rol de la IL1β en la inducción experimental de hiperexcitabilidad, se 

ha evidenciado que la administración intracerebroventricular de esta citocina 

potencia la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (Tao et al., 2015), así como el 

status epilepticus inducido con una inyección intrahipocampal de ácido kaínico 

(Vezzani et al., 1999; 2002). Adicionalmente, la administración intracerebral de IL1β 

acelera la epileptogénesis inducida con kindling eléctrico rápido en el hipocampo 

(Tao et al., 2015; Kolosowska et al., 2014; 2016) y aumenta la muerte neuronal en 

el hipocampo inducida por el status epilepticus (Medel-Matus et al., 2014). De forma 

consistente, la inhibición de la expresión de la IL1β, así como la administración 

intracerebroventricular de la proteína IL1Ra es capaz de disminuir la actividad 

epileptiforme (Vezzani et al., 1999; 2002; Pascoal et al., 2022). En suma, la IL1β 

favorece la excitabilidad neuronal, así como la hiperexcitabilidad inducida de forma 

experimental. 

El factor de necrosis tumoral α (TNFα) 

El TNFα es una citocina proinflamatoria con múltiples funciones, entre las que 

destacan su acción inmunológica, la promoción de la proliferación y la diferenciación 

celular, así como de la apoptosis (Zelová & Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014). La 

síntesis de TNFα es estimulada rápidamente por la activación de RRPs ante la 

presencia de estímulos inmunógenos del tipo DAMs y PAMs en el medio 

extracelular y por la consecuente activación de diferentes factores de transcripción, 
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como el NF, las proteínas activadoras (Aps, por sus siglas en inglés) 1 y 2, y el 

elemento de respuesta al adenosín monofosfato (AMP, por sus siglas en inglés) 

cíclico (CRE, por sus siglas en inglés) que, a su vez, promueven la transcripción del 

gen TNFA (Zelová & Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014). El TNFα es producido 

primeramente como una proteína transmembranal y, posteriormente, es liberado en 

su forma soluble al espacio extracelular a través de la enzima convertidora del TNFα 

(TACE, por sus siglas en inglés), también llamada enzima desintegrina y 

metaloproteasa 17 (ADAM17, por sus siglas en inglés) (Zelová & Hošek, 2013; 

Fragoso et al., 2014). Ambas isoformas del TNFα, transmembranal y soluble, tienen 

actividad biológica principalmente a través de su acoplamiento con el TNFR tipo 1 

y, en menor medida, con el TNFR tipo 2 con el que tiene menor afinidad (Zelová & 

Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014). Ambos receptores son expresados 

principalmente de forma transmembranal en todas las células, aunque también 

pueden generarse una forma soluble a través de la enzima TACE (Zelová & Hošek, 

2013; Fragoso et al., 2014). El acoplamiento del TNFα con su receptor TNFR tipo 1 

conlleva una cascada de señalización celular que involucra el reclutamiento y la 

activación de moléculas señalizadoras, incluyendo dominios de muerte celular 

asociados al TNFR tipo 1, proteínas que interactúan con el receptor tipo 1 (RIP1, 

por sus siglas en inglés), el factor asociado al TNFR tipo 2 (TRAF2, por sus siglas 

en inglés) y proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK, por sus siglas en 

inglés), que conllevan a la transcripción de citocinas proinflamatorias, como la IL1β, 

el TNFα y la IL6, a través de la activación de los factores de transcripción NF y 

AP1 (Zelová & Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014). En el sistema nervioso central, 

el TNFα es sintetizado principalmente por la microglía y los astrocitos, aunque en 

menor medida también por las neuronas (Balzano et al., 2020). Por lo anterior, se 

considera que el TNFα es una citocina que amplifica la inflamación, promoviendo la 

síntesis de moléculas proinflamatorias, principalmente a través de la activación del 

factor de transcripción NF (Zelová & Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014). 

El TNFα es capaz de exacerbar la excitabilidad neuronal en preparaciones in vitro 

e in vivo a través de diferentes mecanismos (Kawasaki et al., 2008; Chen et al., 

2015 Shim et al., 2018). Kawasaki y colaboradores (2008) observaron que la 
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administración de TNFα induce un aumento en la frecuencia de las corrientes 

postsinápticas excitatorias espontáneas y las inducidas por la aplicación de NMDA 

y de AMPA en neuronas de la médula espinal in vitro. Chen y colaboradores (2015) 

observaron que la aplicación de TNFα en un cultivo primario de neuronas corticales 

cerebelares incrementó la amplitud de las corrientes de Na+ dependientes de voltaje 

en una forma dependiente de la concentración de la citocina. Este resultado se 

acompañó de un incremento de la expresión de las subunidades Nav1.1, Nav1.2, 

Nav1.3 y Nav1.6 de los canales de Na+ dependientes de voltaje, pero no se 

observaron diferencias en cuanto a la expresión del receptor TNFR tipo 1, 

sugiriendo que el TNFα podría influir en la excitabilidad neuronal a través de la 

sobreexpresión de canales iónicos de Na+ dependientes de voltaje y no a través del 

aumento del receptor TNFR tipo 1 (Chen et al., 2015). En el mismo sentido, Shim y 

colaboradores (2018) mostraron que la aplicación del TNFα incrementó la 

excitabilidad intrínseca de las células de Purkinje cerebelares in vitro, observando 

un incremento progresivo de la tasa de disparo de estas neuronas, que fue 

dependiente de la activación receptor TNFR tipo 1. En otro estudio se observó que 

la aplicación de TNFα en cultivos de neuronas corticales favoreció la excitabilidad y 

la sincronización neuronal (Clarkson et al., 2017). La aplicación de GABA o de 

midazolam, que es un agonista del receptor GABAA (Evans & Viola-McCabe, 1996),  

abolió la actividad y la sincronización neuronal en las rebanadas control, mientras 

que en las rebanadas tratadas con TNFα abolió la sincronización de las neuronas 

corticales, pero no su excitabilidad individual (Clarkson et al., 2017). Lo anterior 

sugiere que el TNFα podría inducir excitabilidad y sincronización neuronal a través 

de la disminución de la actividad o la expresión de los receptores GABAA. A este 

respecto, en otro estudio se observó que la aplicación in vitro de TNFα disminuyó la 

expresión del receptor GABAA en neuronas hipocampales, fenómeno que se asoció 

con una disminución de la amplitud de las corrientes postsinápticas inhibitorias 

miniatura en estas células y que mostró ser dependiente de la expresión del receptor 

TNFR tipo 1 en las neuronas (Pribiag & Stellwagen, 2013). Adicionalmente, Shandra 

y colaboradores (2002) mostraron que 24 horas después de la aplicación sistémica 

de TNFα se observó la aparición de actividad epileptiforme de tipo interictal en 
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estructuras corticales y subcorticales in vivo, evidenciando el efecto potenciador de 

la excitabilidad neuronal que induce esta citocina proinflamatoria. 

La administración de TNFα también ha demostrado efectos proepileptiformes en 

modelos experimentales de hiperexcitabilidad y de epilepsia (Shandra et al., 2002; 

Riazi et al., 2008; Weinberg et al., 2013). Shandra y colaboradores (2002) 

observaron que la administración sistémica de TNFα resulta en un aumento en la 

duración de las crisis convulsivas inducidas con kindling eléctrico amigdalino. Un 

efecto similar fue reportado por Riazi y colaboradores (2008), quienes observaron 

un incremento en la severidad de las crisis convulsivas inducidas con PTZ. 

Asimismo, Weinberg y colaboradores (2013) observaron que el número y la 

duración de las crisis convulsivas incrementa una semana después de 

sobreexpresar TNFα humano en el hipocampo de animales previamente tratados 

con ácido kaínico en la amígdala. Así mismo, estos autores reportaron una 

reducción en el número de estimulaciones necesarias para inducir actividad 

epileptiforme generalizada con el modelo de kindling eléctrico amigdalino (Weinberg 

et al., 2013).  

En conjunto, las evidencias descritas anteriormente muestran que el TNFα es capaz 

de incrementar la excitabilidad neuronal y de fomentar la hiperexcitabilidad inducida 

de forma experimental. 

La IL6 

La IL6 es una citocina con propiedades proinflamatorias que es codificada por el 

gen il6 y que es sintetizada a través de la activación del factor de transcripción NF 

(Heinrich et al., 2003; Brasier, 2010; Rose-John, 2018). En el sistema nervioso, la 

IL6 es sintetizada de forma ubicua por prácticamente todas las células del sistema 

nervioso central, incluyendo a las neuronas, a la microglía, a los astrocitos, a las 

células endoteliales y a los macrófagos no parenquimales (Schöbitz et al., 1992; 

1993; März et al., 1998; Donegan et al., 2014; Blecharz-Lang et al., 2018). La IL6 

induce sus efectos a través de su acoplamiento con el receptor de la IL6, que se 

expresa de forma transmembranal y soluble (Brasier, 2010). De forma similar al 

receptor TNFR tipo 1, el receptor transmembranal de la IL6 es escindido por la 
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enzima ADAM17, produciendo la isoforma soluble del receptor de la IL6 (Brasier, 

2010). En el cerebro, el receptor de la IL6 es expresado de forma ubicua 

principalmente por las neuronas, los oligodendrocitos y las células endoteliales y, 

en menor medida, por los astrocitos y la microglía (Schöbitz et al., 1992; 1993; 

Heinrich et al., 2003; Brasier, 2010; Burton et al., 2011; Anesten et al., 2016; 

Hasegawa-Ishii et al., 2016; Rose-John, 2018). Al acoplarse la IL6 con su receptor, 

induce el reclutamiento de la glicoproteína de membrana 130 (gp130), con lo que 

inicia una cascada de señalización intracelular que involucra el reclutamiento y la 

activación de la cinasa Janus 1 (JAK1, por sus siglas en inglés) y del complejo 

transductor de señal y activador de la transcripción tipo 3/5 (STAT3/5, por sus siglas 

en inglés) que, a su vez, son capaces de inducir la activación del factor de 

transcripción NF y la consecuente transcripción de citocinas proinflamatorias 

como la IL1β, el TNFα y la IL6, entre otras (Heinrich et al., 2003; Brasier, 2010; 

Rose-John, 2018).  

Al igual que la IL1β y el TNFα, también se ha reportado que la IL6 favorece la 

excitabilidad neuronal (Kawasaki et al., 2008; Anesten et al., 2016; König et al., 

2016; Mirabella et al., 2021). Por ejemplo, Anesten y colaboradores (2016) 

mostraron que la aplicación de IL6 produce un incremento transitorio del Ca2+ 

intracelular en neuronas del núcleo del tracto solitario in vitro. Los autores 

observaron que este efecto fue llevado a cabo a través de los receptores de la IL6 

y que fue ocluido a través de la disminución de la concentración del Ca2+ 

extracelular, sugiriendo que el incremento del Ca2+ intracelular ocasionado por la 

administración de IL6 probablemente está mediado por la activación de receptores 

glutamatérgicos tipo NMDA (Anesten et al., 2018). En este sentido, König y 

colaboradores (2016) observaron que la aplicación intratecal de IL6 exacerbó la 

actividad neuronal medular que resulta de la estimulación mecánica de la pata de 

los roedores. Asimismo, observaron que este efecto fue mediado por el receptor de 

la IL6 y está asociado con un aumento de la citocina proinflamatoria TNFα (König et 

al., 2016). Adicionalmente, Mirabella y colaboradores observaron un incremento en 

la frecuencia de las corrientes postsinápticas excitatorias miniatura espontáneas, un 

aumento del transportador vesicular de glutamato y un incremento en la 
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conectividad intrahipocampal en animales adultos expuestos prenatalmente a la IL6. 

Resultados similares fueron reportados por Wei y colaboradores (2012) quienes 

observaron que la sobreexpresión de IL6 en el cerebro resulta en un aumento 

sustancial de la expresión del transportador vesicular de glutamato tipo 1, así como 

una disminución de la expresión del transportador vesicular de GABA en el 

hipocampo y en la corteza cerebral, sugiriendo que la IL6 causa un desbalance entre 

la excitación y la inhibición neuronal. Por otro lado, Kawasaki y colaboradores (2008) 

observaron que la IL6 induce una disminución en la frecuencia de las corrientes 

postsinápticas inhibitorias espontáneas y las inducidas por la aplicación de GABA y 

de glicina en neuronas de la médula espinal in vitro. Estas evidencias muestran que 

la IL6 promueve la excitabilidad neuronal a través del aumento de la 

neurotransmisión glutamatérgica y la disminución de la neurotransmisión 

GABAérgica. 

Asimismo, la IL6 ha mostrado tener efectos favorecedores de la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad (Kalueff et al., 2004; De Sarro et al., 2004). 

Kalaueff y colaboradores (2004) observaron que la administración de IL6 resulta en 

un incremento de la severidad y la duración de la actividad convulsiva inducida con 

PTZ, así como la mortalidad asociada a las crisis (Kalueff et al., 2004). En el mismo 

sentido, en ratones deficientes de IL6, se ha observado una disminución de la 

severidad de la actividad convulsiva inducida por la administración 

intracerebroventricular de diferentes fármacos convulsivantes, como el PTZ, el 

NMDA, el ácido kaínico y la 4-AP (De Sarro et al., 2004).  

Otras moléculas proinflamatorias 

Se ha evidenciado que la administración de otras moléculas proinflamatorias tiene 

el mismo efecto favorecedor de la excitabilidad y de la hiperexcitabilidad neuronal 

que las citocinas antes mencionadas (Frantseva et al., 1998; Patankar et al., 2014; 

Gross et al., 2017; Käufer et al., 2018). Por ejemplo, la administración de H2O2, que 

es una especie reactiva de oxígeno (Finkel, 2011), produce actividad epileptiforme 

en rebanadas de cerebro y crisis convulsivas en humanos irrigados de forma 

epidural (Frantseva et al., 1998; Patankar et al., 2014). Asimismo, otras moléculas 
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que participan en la inflamación, como las quimiocinas CCL2 y CX3CL1, han 

demostrado tener un efecto proepileptiforme, ya que en animales que carecen de 

sus receptores (CCR2 y CX3CR1, respectivamente) presentan actividad convulsiva 

con menor severidad y una disminución de la neurodegeneración inducida por la 

administración intracerebral del virus de Theiler, que induce epileptogénesis (Käufer 

et al., 2018). Estos resultados refuerzan la noción de que las moléculas 

proinflamatorias promueven la excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad inducida 

de forma experimental. 

Moléculas proinflamatorias provenientes de la microglía 

Algunas investigaciones han sugerido que las moléculas proinflamatorias 

provenientes específicamente de la microglía podrían favorecer la excitabilidad 

neuronal y la actividad epileptiforme inducida de forma experimental (Zheng et al., 

2010; Zhao et al., 2018). Zhao y colaboradores (2018) administraron de forma 

intracerebroventricular medio condicionado de microglía previamente activada en 

cultivo con el fármaco convulsivante coriaria lactona. Dicho medio condicionado 

contenía altas concentraciones de moléculas proinflamatorias derivadas de la 

microglía, como la IL1β y el TNFα, y observaron que, minutos después de la 

administración del medio condicionado, los animales desarrollaron 

hiperexcitabilidad en el hipocampo y crisis convulsivas, además de un aumento del 

glutamato extracelular, también en el hipocampo (Zhao et al., 2018). Resultados 

similares fueron observados por Zheng y colaboradores (2010), quienes, aplicando 

de forma intracerebroventricular medio condicionado de microglía previamente 

activada en cultivo con ácido kaínico, observaron que aumentó la actividad sináptica 

excitatoria y la expresión de receptores glutamatérgicos tipo NMDA en el 

hipocampo. Juntas, estas evidencias indican que las moléculas proinflamatorias 

derivadas de la microglía activada exacerban la actividad neuronal y favorecen el 

establecimiento de la hiperexcitabilidad.  

En suma, las moléculas proinflamatorias, particularmente las que provienen de la 

microglía, inducen efectos que favorecen la excitabilidad neuronal y la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad. 
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Papel de la manipulación farmacológica de la microglía en los efectos 

inducidos por la HIC y en la inducción experimental de 

hiperexcitabilidad. 

Antes de mencionar la evidencia experimental que da cuenta del efecto de la 

manipulación microglial sobre los efectos inducidos por la HIC y la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad, se hará una breve descripción de este tipo 

celular. 

La microglía. 

La microglía es un grupo de células inmunitarias residentes en el parénquima del 

sistema nervioso central, cuya función primordial es mediar la respuesta inflamatoria 

en el tejido nervioso (Verkhratsky & Butt, 2007). Estas células comprenden del 10 

al 20 % de las células gliales en el sistema nervioso central, en donde se encuentran 

de forma ubicua y distribuidas heterogéneamente (Río-Hortega, 1919a; 1921; 

Lawson et al., 1990; Mittelbronn et al., 2000; Verkhratsky & Butt, 2007; Sierra et al., 

2010; 2016; Pintado et al., 2011; Doorn et al., 2015; Ribeiro-Xavier et al., 2015; 

Grosselin et al., 2017). La microglía en condiciones fisiológicas se caracteriza por 

tener un soma pequeño de aproximadamente 6 µm de largo, situado 

preferencialmente en la sustancia gris, que emite largos y tortuosos apéndices 

filiformes, también llamados ramificaciones, guarnecidos de múltiples excrecencias 

laterales llamadas filipodias (Río-Hortega, 1919a; Sierra et al., 2016; Bernier et al., 

2019; Alekseeva et al., 2019). Esta caracterización morfológica de la microglía fue 

realizada a principios del siglo XX por Pío del Rio-Hortega, quien fue un científico 

español que describió y nombró por primera vez a la microglía como un tipo de 

neuroglia (Río-Hortega, 1919a; Sierra et al., 2016; 2019; Del Río-Hortega 

Bereciartu, 2020), en oposición al mal llamado “tercer elemento” o “células apolares” 

de Santiago Ramón y Cajal, que no diferenciaba a los oligodendrocitos de la 

microglía (Ramón y Cajal, 1913; García-Marín et al., 2007; Sierra et al., 2019; Del 

Río-Hortega Bereciartu, 2020). La similitud de la morfología microglial en 

condiciones fisiológicas con la morfología de las células dendríticas de la piel (Río-

Hortega, 1919b; Lawson et al., 1990; Sierra et al., 2016), junto con la observación 



45 

 

de la capacidad fagocítica de la microglía en condiciones patológicas (Río-Hortega, 

1919d; Sierra et al., 2016), permitió que Pío del Rio-Hortega hipotetizara que la 

microglía proviene de un linaje mesodérmico (Río-Hortega, 1919c; 1921; Sierra et 

al., 2016; Del Río-Hortega Bereciartu, 2020). Esta cuestión fue demostrada 

posteriormente por Ginhoux y colaboradores (2010), quienes concluyeron que la 

microglía proviene de macrófagos primitivos del saco vitelino que invaden el cerebro 

en etapas embrionarias. Inclusive, Pío del Río-Hortega fue capaz de describir la 

distribución de la microglía durante el desarrollo embrionario, proponiendo a las 

meninges y a los vasos sanguíneos como las rutas de invasión de las células 

progenitoras microgliales en el cerebro en desarrollo (Del Río-Hortega, 1921). En 

las últimas dos décadas se ha evidenciado que, además de su función 

inmunológica, la microglía tiene un rol activo en la fisiología de los circuitos 

neuronales (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Kettenmann et al., 2011; 

2012; Ekdahl, 2012; Ferrini & De Koninck, 2013; Colonna & Butovsky, 2017; 

Akiyoshi et al., 2018; Stratoulias et al., 2019). Los estudios pioneros de Costero 

(1930), mediante microscopía óptica, demostraron que las células de la microglía 

tienen procesos altamente móviles y que estas células presentan actividad 

migratoria y proliferativa, permitiendo proponer que la microglía tiene una naturaleza 

dinámica. Más recientemente, utilizando microscopía de dos fotones en condiciones 

in vivo,  Davalos y colaboradores (2005), así como Nimmerjahn y colaboradores 

(2005), de forma independiente, corroboraron que los procesos de las células 

microgliales son altamente dinámicos en condiciones fisiológicas, elongándose y 

retrayéndose a una velocidad de 1.5 µm por minuto, dando la impresión de que 

“vigilan” o “monitorean” constantemente el microambiente neuronal, por lo que a la 

microglía en estado fisiológico se le denominó como “vigilante” (Verkhratsky & Butt, 

2007; Kettenmann et al., 2011; 2012; Arcuri et al., 2017; Augusto-Olivera et al., 

2019). Esta “vigilancia” que ejercen los procesos microgliales es consecuencia 

principalmente de la activación de receptores purinérgicos tipo P2Y12 (P2Y12R, por 

sus siglas en inglés) y glutamatérgicos tipo NMDA en la membrana de estas células, 

lo que atrae a los procesos microgliales hacia la fuente de adenosín trifosfato (ATP) 

y de glutamato, respectivamente, resultando en un contacto entre el proceso 



46 

 

microglial y varios dominios neuronales, en una forma dependiente de la 

concentración de estas moléculas (Davalos et al., 2005; Koizumi et al., 2013; Eyo 

et al., 2014; 2016; Peng et al., 2019; Cserép et al., 2020), así como también en una 

forma dependiente de la actividad neuronal (Li et al., 2012; Eyo et al., 2015; Pfeiffer 

et al., 2016; Liu et al., 2017; Nebeling et al., 2019). Aunado a lo anterior, 

recientemente Liu y colaboradores (2019), así como Stowell y colaboradores (2019), 

de forma independiente, demostraron que la “vigilancia” de los procesos 

microgliales es modulada por el estado fisiológico del organismo, teniendo menor 

actividad en estado de vigilia y mayor actividad en estado de anestesia. Mediante 

farmacología y herramientas de manipulación celular selectiva, como la 

optogenética y la quimiogenética, ambos grupos de investigación observaron que 

varios parámetros de la “vigilancia” de los procesos microgliales, como la velocidad, 

la extensión y la territorialidad de los procesos microgliales, son modulados por el 

estado fisiológico del organismo a través de receptores adrenérgicos tipo β2 en la 

microglía, activados por la noradrenalina proveniente de las neuronas del locus 

coeruleus (Liu et al., 2019; Stowell et al., 2019). Lo anterior, permite concluir que un 

incremento de la actividad neuronal del locus coeruleus durante el estado de vigilia 

resulta en la inhibición de la “vigilancia” de los procesos microgliales in vivo. En el 

mismo sentido, también hay evidencia que sugiere que la “vigilancia” de los 

procesos microgliales modula la actividad neuronal (Li et al., 2012; Akiyoshi et al., 

2018; Nebeling et al., 2019). El registro simultáneo de la actividad neuronal y de la 

microglía, mediante microscopía de dos fotones in vivo, ha permitido observar que 

el contacto de los procesos microgliales con los botones sinápticos correlaciona con 

una disminución de la sincronización de la actividad de las neuronas contactadas 

(Li et al., 2012; Akiyoshi et al., 2018; Nebeling et al., 2019). Esta modulación de la 

actividad neuronal por parte de la microglía se ha explicado por la fagocitosis de 

botones sinápticos altamente activos (Li et al., 2012; Antonucci et al., 2012; Luo et 

al., 2016) o por la liberación de mediadores microgliales como el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) o el ATP (Trang et al., 2009; 

Ferrini & De Koninck, 2013; Shinozaki et al., 2014; Huang et al., 2021), lo que 

contribuye a reestablecer la homeostasis en el microcircuito neuronal (Shinozaki et 
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al., 2014; Leal et al., 2017b; Peng et al., 2019). Juntos, estos trabajos evidencian 

una regulación recíproca entre la actividad de los circuitos neuronales y la dinámica 

microglial en condiciones fisiológicas, tanto en la micro como en la mesoescala. 

Además, también recientemente, se ha consolidado el hecho de que la microglía 

está involucrada en una serie de procesos fisiológicos durante el desarrollo 

(Kettenmann et al., 2012; Wolf et al., 2017; Sierra et al., 2019; Augusto-Olivera et 

al., 2019), como la sinaptogénesis (Paolicelli et al., 2011; Miyamoto et al., 2016), la 

poda sináptica (Färber et al., 2009; Paolicelli et al., 2011), la neurogénesis (Walton 

et al., 2006), la vasculogénesis (Dudvarski-Stankovic et al. ,2016), la permeabilidad 

de la barrera hematoencefálica (Dudvarski-Stankovic et al. ,2016) y la plasticidad 

sináptica (Kyrargyri et al., 2015), así como en procesos fisiológicos complejos como 

la respiración y el miedo (Lorea-Hernández et al., 2016; Peng et al., 2019; Camacho-

Hernández et al., 2019; 2022). A pesar de los múltiples procesos fisiológicos en los 

que la microglía participa (Kettenmann et al., 2013; Wolf et al., 2017; Sierra et al., 

2019; Augusto-Olivera et al., 2019), es en el contexto de la patología en donde más 

se ha estudiado a estas células (Verkhratsky & Butt, 2007; Kettenmann et al., 2011; 

2013; Taylor et al., 2014; Wolf et al., 2017; Sierra et al., 2019; Augusto-Olivera et 

al., 2019). Desde las descripciones pioneras de las células gliales en el siglo XIX 

(Kettenmann et al., 2011; Taylor et al., 2014, Wolf et al., 2017; Sierra et al., 2019), 

hechas por Rudolf Virchow, Franz Nissl, Alois Alzheimer y Nicolás Achúcarro, entre 

otros, fue evidente que en el tejido cerebral postmortem de personas con patologías 

neurodegenerativas abundaba la presencia de células con forma redondeada y 

alargada, presumiblemente microglía, a las que se les nombró células abastonadas 

(Stäbchenzellen, en alemán) o también cuerpos granulo-adiposos (Körnchenzellen, 

en alemán), debido a la presencia de cuerpos granulosos, semejantes a las 

vacuolas, dentro de su citoplasma (Graeber, 2010; Kettenmann et al., 2011; Taylor 

et al., 2014; Ezpeleta et al., 2019). Años más tarde, Pío del Rio-Hortega (1919d; 

Sierra et al., 2016) y posteriormente Blinzinger y Kreutzberg (1968), describieron 

metódicamente que la microglía se transforma morfológica y funcionalmente tras 

ocurrir una lesión cerebral, pasando de un fenotipo ramificado y “quiescente” hacia 

un fenotipo con forma redondeada y con capacidad fagocítica, migratoria y 



48 

 

proliferativa. Actualmente, es sabido que, en condiciones patológicas, la presencia 

extracelular de estímulos inmunógenos del tipo MADs o de MAPs activa a 

receptores RRPs expresados en la membrana celular de la microglía (Verkhratsky 

& Butt, 2007; Kettenmann et al., 2011; 2013; Verkhratsky & Noda, 2014; Arcuri et 

al., 2017). La activación de los RRPs microgliales induce modificaciones 

transcripcionales en la microglía, que resultan en la reorganización de su 

citoesqueleto, contribuyendo a la adquisición de una morfología tipo ameboide, a la 

orientación quimiotáctica hacia las zonas afectadas y a la síntesis y liberación de 

moléculas proinflamatorias al espacio extracelular, con la finalidad de eliminar el 

agente patogénico (Hetier et al., 1988; Kreutzberg, 1996; Kettenmann et al., 2011; 

2013; Freilich et al., 2013; Verkhratsky & Noda, 2014; Sierra et al., 2016; Arcuri et 

al., 2017; Liu & Quan, 2018; Bowyer et al., 2020). Con esto, se puede concluir que 

la activación proinflamatoria de la microglía consiste en la transición de un fenotipo 

“vigilante” hacia un fenotipo tipo macrófago proinflamatorio, también conocido como 

fenotipo M1 (Kreutzberg, 1996; Verkhratsky & Noda, 2014; Ransohoff, 2016; Arcuri 

et al., 2017). 

Manipulación farmacológica de la microglía. 

Clásicamente, la modulación farmacológica de la microglía hacia un fenotipo 

proinflamatorio se ha llevado a cabo mediante la administración de LPS (Buttini et 

al., 1995; Palsson-McDermott & O’Neill, 2004; Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega, 

2016; Batista et al., 2019; Bowyer et al., 2020). El LPS es un componente de la 

pared celular externa de las bacterias Gramm negativas que induce un potente 

efecto inmunogénico sobre la microglía (Palsson-McDermott & O’Neill, 2004; Qin et 

al., 2005; Pintado et al., 2011; Fricker et al., 2012; Peña-Ortega, 2016; Batista et al., 

2019). La administración de LPS en cultivos primarios de microglía induce la síntesis 

y liberación de moléculas proinflamatorias, la reorganización del citoesqueleto 

microglial hacia una morfología ameboide e incluso la promoción de su actividad 

fagocítica (Qin et al., 2005; Lund et al., 2006; Fricker et al., 2012). Principalmente, 

el LPS induce sus efectos inmunogénicos debido a su acoplamiento con los 

receptores TLR4 (Poltorak et al., 1998; Palsson-McDermott & O’Neill, 2004; Pintado 
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et al., 2011; Peña-Ortega, 2016; Batista et al., 2019). Sin embargo, se ha descrito 

que en cultivos de microglía que carece del receptor TLR4 aún es posible inducir 

activación proinflamatoria de estas células como resultado de la aplicación del LPS 

(Qin et al., 2005). Lo anterior puede ser explicado por la afinidad del LPS hacia otros 

receptores presentes en la microglía, como los receptores CD14, los scavenger y 

los de complemento (Poltorak et al., 1998; Kaya et al., 2005; Kigerl et al., 2014; 

Bodea et al., 2014; Tarassishin et al., 2014; Peña-Ortega, 2016). También, la 

caspasa 11 es capaz de detectar el LPS en el citosol y de desencadenar procesos 

proinflamatorios (Yang et al., 2015). A pesar de que clásicamente se ha considerado 

que el LPS es un potente modulador exclusivo de la microglía, es importante resaltar 

que su aplicación también puede tener efectos sobre otros tipos celulares, pues sus 

blancos farmacológicos se encuentran expresados en células distintas a la microglía 

(Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega et al., 2016). Por ejemplo, los receptores TLR4, los 

scavenger y los de complemento, a los que se acopla el LPS, también son 

expresados en astrocitos, oligodendrocitos, neuronas y células endoteliales, así 

como en macrófagos no parenquimales (Husemann et al., 2002; Maroso et al., 2010; 

Veerhuis et al., 2011; Godoy et al., 2012; Kremer et al., 2013; Peña-Ortega et al., 

2016; Morita-Takemura et al., 2019). De hecho, la aplicación de LPS en cultivos 

primarios de estos tipos celulares también es capaz de producir la síntesis y 

liberación de moléculas proinflamatorias (Gayle et al., 2002; Tarassishin et al., 

2014). Con lo anterior, se puede concluir que la aplicación de LPS induce una 

potente respuesta inmunogénica que involucra a múltiples tipos celulares, es decir, 

que el LPS es una estrategia experimental para inducir inflamación que carece de 

especificidad celular. 

Por otra parte, la inhibición farmacológica de la activación proinflamatoria de la 

microglía clásicamente se ha llevado a cabo mediante la aplicación de minociclina, 

que es un antibiótico sintético de amplio espectro que tiene propiedades 

antiinflamatorias (Zemke & Majid, 2004; Müller et al., 2016). La aplicación de 

minociclina en cocultivos de neuronas y microglía (Tikka et al., 2001) y en cultivos 

primarios de microglía (Kobayashi et al., 2013), inhibe la síntesis y liberación de 

varias citocinas proinflamatorias como la IL1β, la IL6, la IL8 y el TNFα (Tikka et al., 



50 

 

2001; Kobayashi et al., 2013), así como de especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno (Tikka et al., 2001; Kobayashi et al., 2013; Pardo-Peña et al., 2018b), 

inducidas por la administración de inmunógenos como el LPS o de sustancias 

citotóxicas como el ácido kaínico o el glutamato en altas concentraciones (Tikka et 

al., 2001; Kobayashi et al., 2013; Pardo-Peña et al., 2018b). Además, la aplicación 

de minociclina inhibe la migración y la proliferación de la microglía in vitro inducidas 

por la administración de sustancias citotóxicas como el ácido kaínico o el glutamato 

en altas concentraciones, así como de nucleótidos como el adenosín difosfato (ADP; 

Tikka et al., 2001; Nutile-McMenemy et al., 2007; Kobayashi et al., 2013). El 

potencial antiinflamatorio de la minociclina sobre la microglía se ha utilizado como 

posible tratamiento para una variedad de enfermedades neurológicas, como la 

esclerosis múltiple, la esclerosis lateral amiotrófica y las enfermedades de 

Parkinson, de Huntington y de Alzheimer, con resultados benéficos (Zemke & Majid, 

2004). Sin embargo, en una revisión publicada por Möller y colaboradores (2016), 

se cuestionó el uso de la minociclina como un modulador exclusivo de la activación 

microglial, principalmente por sus efectos directos sobre los astrocitos, los 

oligodendrocitos y los macrófagos no parenquimales, e incluso las neuronas, en 

preparaciones in vivo e in vitro. Por otro lado, a pesar de los efectos benéficos de la 

minociclina sobre la inflamación cerebral (Zemke & Majid, 2004; Hanlon et al., 2016), 

también se ha mostrado que tiene efectos citotóxicos sobre varios tipos celulares 

(Keller et al., 2011; Arnoux et al., 2014) y que potencia el daño neuronal inducido 

por la hipoxia (Tsuji et al., 2004). En suma, se puede concluir que a pesar del potente 

efecto modulador de la inflamación que induce la minociclina sobre la activación 

microglial, su acción no es exclusiva de estas células. Por lo tanto, la minociclina es 

una estrategia experimental con inespecificidad celular que inhibe la inducción de 

inflamación (Tikka et al., 2001; Möller et al., 2016). 

Manipulación farmacológica de la microglía en los efectos inducidos 

por la HIC. 

Con respecto a la manipulación farmacológica de la microglía, con LPS o con 

minociclina, en los efectos inducidos por la HIC, pocas evidencias se han reportado 
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(Kiernan et al., 2016). Sin embargo, algunos estudios sugieren que la manipulación 

farmacológica de la microglía es capaz de modular algunas de las consecuencias 

patológicas inducidas por la HIC (Gölz et al., 2014; Stokes et al., 2017; Camacho-

Hernández et al., 2022). En cuanto a la manipulación farmacológica de la microglía 

con LPS, se ha observado que su aplicación incrementa la inflamación inducida por 

la HIC. Por ejemplo, Sapin y colaboradores (2015) observaron que la administración 

de LPS durante la HIC resulta en una exacerbación de la respuesta inflamatoria en 

el hipocampo. Estos autores observaron que en los animales sujetos a HIC y 

tratados con LPS la síntesis de la IL1β, el TNFα y la IL6 fue mayor que la de los 

animales tratados con HIC, es decir, que la administración de LPS potenció la 

respuesta inflamatoria hipocampal que resulta de la HIC (Sapin et al., 2015). En el 

mismo sentido, Gölz y colaboradores (2014) mostraron que la inducción in vitro de 

hipoxia intermitente por 48 horas induce un incremento sustancial en la liberación 

de la especie reactiva de oxígeno H2O2 en un cultivo de células periodontales 

humanas y que la aplicación de LPS exacerbó la liberación de esta especie reactiva 

de oxígeno (Gölz et al., 2014).  

La inhibición farmacológica de la activación microglial a través de la administración 

de minociclina reduce los efectos patológicos inducidos por la HIC (Stokes et al., 

2017; Camacho-Hernández et al., 2022). Por ejemplo, Stokes y colaboradores 

(2017) aplicaron minociclina 24 horas antes de la inducción de hipoxia por 7 días y 

observaron que este fármaco evitó la aclimatación ventilatoria a la hipoxia, que es 

un incremento en la ventilación observado durante periodos de hipoxia (Powell et 

al., 1998). Además, la minociclina disminuyó la microgliosis y astrogliosis en el 

núcleo del tracto solitario (Stokes et al., 2017). Por otro lado, Camacho-Hernández 

y colaboradores (2022) mostraron que la aplicación in vitro de minociclina es capaz 

de revertir parcialmente los efectos inducidos por la HIC en etapa gestacional sobre 

la regularidad del ritmo respiratorio generada por el complejo Pre-Bötzinger en 

animales neonatos.  
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Manipulación farmacológica de la microglía en modelos experimentales 

de hiperexcitabilidad y de epilepsia. 

En cuanto al efecto de la manipulación farmacológica de la microglía, con LPS y 

minociclina, sobre la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental, existen 

resultados contradictorios. Con respecto a la manipulación farmacológica de la 

microglía con LPS existe evidencia que indica que su administración aumenta la 

actividad epileptiforme (Sayyah et al., 2003a; Rodgers et al., 2009; Kolosowska et 

al., 2016), sin embargo, también hay reportes que indican efectos completamente 

opuestos (Sayyah et al., 2003b; Ahmadi et al., 2013; Eslami et al., 2015), inclusive 

utilizando la misma metodología experimental (Ahmadi et al., 2013; Kolosowska et 

al., 2016). Se ha demostrado que la administración tópica de LPS sobre la corteza 

cerebral es capaz de inducir actividad epileptiforme mediante la liberación de IL1β 

(Rodgers et al., 2009; Gullo et al., 2014). Por otro lado, la administración 

intrahipocampal de LPS acelera la epileptogénesis inducida con el modelo de 

kindling eléctrico hipocampal (Kolosowska et al., 2016). También, la administración 

sistémica de LPS reduce el umbral para exhibir la actividad epileptiforme inducida 

con PTZ (Sayyah et al. 2003a). Adicionalmente, Kóvacs y colaboradores (2014) 

reportaron que la administración sistémica de LPS incrementa la cantidad de 

descargas epileptiformes en tres modelos genéticos de crisis de ausencia. La 

preexposición al LPS, en etapas postnatales, también tiene efectos sobre la 

inducción de hiperexcitabilidad, mostrando una reducción en el umbral para 

desarrollar esta actividad y un incremento en la severidad de la actividad convulsiva 

y electrofisiológica inducida con ácido kaínico y pilocarpina (Auvin et al., 2007; Riazi 

et al., 2010). En contraste, existen reportes que muestran que el LPS tiene un efecto 

antiepileptiforme (Sayyah et al., 2003b; Ahmadi et al., 2013; Eslami et al., 2015). Por 

ejemplo, Ahmadi y colaboradores (2013), observaron que la administración 

intrahipocampal de LPS retarda la epileptogénesis y disminuye la severidad de la 

actividad convulsiva inducida con el modelo de kindling eléctrico hipocampal. 

Resultados similares fueron reportados previamente por Sayyah y colaboradores 

(2003b), quienes administraron LPS de forma intracerebroventricular y observaron 

que la administración de este inmunógeno disminuyó la severidad de la actividad 
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convulsiva y retardó la epileptogénesis inducida con el modelo de kindling eléctrico 

amigdalino. Por otro lado, Eslami y colaboradores (2015) reportaron que la 

administración sistémica de LPS, 5 días antes de la inducción de un traumatismo 

craneoencefálico, aumentó el umbral para inducir crisis convulsivas y redujo la 

severidad de las crisis convulsivas inducidas con la administración repetitiva de 

PTZ, así como la neurodegeneración y el número de células inmunoreactivas a IL1β 

y a TNFα, producidos por el traumatismo craneoencefálico (Eslami et al., 2015). 

Asimismo, también existen reportes que indican que la administración de LPS no 

tiene efectos sobre la inducción de hiperexcitabilidad (Yuhas et al., 1995; Sayyah et 

al., 2003b; Mirrione et al., 2010; Akhlaghi et al., 2012; Eslami et al., 2015). Por 

ejemplo, Yuhas y colaboradores (1995) observaron que administraron sistémica de 

LPS no afectó la severidad de las crisis convulsivas inducidas con PTZ. Asimismo, 

Sayyah y colaboradores (2003b) reportaron que la administración 

intracerebroventricular de LPS cada tercer día no modificó la epileptogénesis 

inducida con el modelo de kindling eléctrico amigdalino. Adicionalmente, estos 

mismos autores reportaron que la administración intracerebroventricular de LPS no 

modificó la severidad de las crisis convulsivas ni la duración de la actividad 

electrofisiológica epileptiforme ya establecida (Sayyah et al., 2003b). Por otro lado, 

Mirrione y colaboradores (2010) administraron LPS de forma sistémica 24 horas 

antes de la inducción de status epilepticus con pilocarpina y observaron que la 

severidad de las crisis convulsivas no era significativamente diferente de los 

animales control. También, Akhlaghi y colaboradores (2012) mostraron que la 

administración de LPS en la amígdala no afectó el desarrollo de la epileptogénesis 

inducida con kindling eléctrico amigdalino. En el mismo sentido, Eslami y 

colaboradores (2015) observaron que la administración sistémica de diferentes 

dosis de LPS, 5 días antes de la administración repetitiva de PTZ, no alteró el umbral 

para inducir crisis convulsivas. Como se mencionó anteriormente, los blancos 

farmacológicos del LPS son variados y estos son expresados por múltiples tipos 

celulares, por lo que su efecto carece de especificidad celular (Kigerl et al., 2014; 

Peña-Ortega et al., 2016). Lo anterior podría explicar los resultados contradictorios 

observados en la literatura (Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega et al., 2016).  
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Por otra parte, resultados similares han sido observados con el uso de la 

minociclina, en donde su aplicación ha mostrado tener efectos benéficos sobre la 

hiperexcitabilidad inducida de forma experimental (Abraham et al., 2012; Nasr et al., 

2013; Ahmadirad et al. 2014; Wang et al., 2015), así como efectos favorecedores 

de la inducción de dicha actividad (Nasr et al., 2013; Russman et al., 2106). Por 

ejemplo, la administración sistémica de minociclina retarda la epileptogénesis 

inducida con kindling eléctrico amigdalino y disminuye la severidad de la actividad 

convulsiva inducida con PTZ (Nasr et al., 2013; Ahmadirad et al., 2014). También, 

la administración sistémica de minociclina en animales epilépticos disminuye la 

frecuencia, la severidad y la duración de las crisis convulsivas espontáneas y 

recurrentes (Wang et al., 2015). No obstante, de forma similar a lo que ocurre con 

el LPS, existen reportes que indican que la minociclina favorece al desarrollo de 

hiperexcitabilidad (Nasr et al., 2013; Russman et al., 2106). Por ejemplo, Nasr y 

colaboradores (2013), en el mismo trabajo en donde reportan que la epileptogénesis 

inducida con kindling eléctrico amigdalino es retrasada por la administración de 

minociclina, también observan que la administración de minociclina aumentó la 

duración de la actividad convulsiva y de la actividad electrofisiológica epileptiforme. 

Russman y colaboradores (2016) observaron que los animales tratados con 

minociclina no mostraron diferencias estadísticamente significativas en el desarrollo 

de la actividad convulsiva espontánea ni en la neurodegeneración inducida por esta 

actividad, en un modelo experimental de epilepsia (Russman et al., 2016). Inclusive, 

la minociclina tiende a incrementar la frecuencia de las crisis convulsivas 

espontáneas (Russman et al., 2016). De forma similar al LPS, los resultados 

contradictorios obtenidos de la administración de minociclina pueden explicarse por 

su inespecificidad celular, pues se ha reportado que su administración no sólo inhibe 

la activación de la microglía, sino que también modula la activación de los 

macrófagos no parenquimales, además de la actividad de otras células gliales y de 

las neuronas (Tikka et al., 2001; Liu et al., 2015; Möller et al., 2016; Hanlon et al., 

2016). Lo anterior, se plantea como necesario el uso de estrategias experimentales 

que permitan la manipulación selectiva de la microglía, para de esta forma evaluar 
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su papel en la inducción de la hiperexcitabilidad neuronal y en la hiperexcitabilidad 

ya inducida.  

Estrategias experimentales de manipulación selectiva de los 

macrófagos cerebrales. 

Existen múltiples estrategias experimentales que han sido utilizadas para estudiar 

el rol específico de la microglía y de los macrófagos no parenquimales en 

condiciones fisiológicas y patológicas (Elmore et al., 2014; Grace et al., 2016; 2018; 

Han et al., 2019; Binning et al., 2020; Saika et al., 2020; Coleman et al., 2020; 

Klawonn et al., 2021; Yi et al., 2021a; 2021b; Saika et al., 2021; Dumas et al., 2021; 

Laprel et al., 2021). Es importante resaltar que, a pesar del avance que han tenido 

las estrategias experimentales actualmente disponibles para manipular de forma 

selectiva a poblaciones celulares específicas en el sistema nervioso central (Boyden 

et al., 2005; Urban & Roth, 2007; Deisseroth, 2011; 2015; Ben-Shaanan et al., 2016; 

Dobrzanski & Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019), la manipulación selectiva de 

la microglía se ha complicado debido a la similitud transcriptómica de estas células 

con respecto a los macrófagos no parenquimales (Wieghofer & Prinz, 2016; Van 

Hove et al., 2019; Utz & Greter, 2019; Dumas et al., 2021; Provenzano et al., 2021). 

No obstante, también es importante resaltar que la aplicación de estas estrategias 

experimentales resultará en la manipulación exclusiva de los macrófagos cerebrales 

(Wieghofer & Prinz, 2016; Dumas et al., 2021), proveyendo un avance metodológico 

con respecto a las aproximaciones farmacológicas (Wieghofer & Prinz, 2016). 

Asimismo, recientemente se ha reportado un marcador molecular llamado proteína 

transmembranal 119 (tmem119, por sus siglas en inglés) que, en condiciones 

fisiológicas, en el sistema nervioso central es expresado exclusivamente por las 

células microgliales y no por los macrófagos no parenquimales (Satoh et al., 2016; 

Bennet et al., 2016; Vankriekelsvenne et al., 2021), sin embargo, a la fecha, aún no 

existen trabajos en donde se haya empleado a este marcador para manipular de 

forma selectiva a las células microgliales (Kaiser & Feng, 2019). A continuación, se 

detallarán algunas de estas estrategias experimentales, incluyendo a la 



56 

 

manipulación genética, a la depleción farmacológica y genética de los macrófagos 

cerebrales, así como a la optogenética y a la quimiogenética.  

Manipulación genética. 

La inserción o el silenciamiento de genes mediante ingeniería genética ha sido una 

de las herramientas experimentales más utilizadas para manipular la fisiología de 

los macrófagos cerebrales y estudiar su papel en diversos circuitos neuronales in 

vivo (Wieghofer & Prinz, 2016; Dumas et al., 2021; Provenzano et al., 2021). Gracias 

a la aplicación de técnicas de secuenciación genómica masiva y de célula única en 

el sistema nervioso central, fue posible diferenciar una variedad de genes que son 

exclusivos de los macrófagos cerebrales, por ejemplo, los genes CD11b, Sall1, Aif1, 

P2y12r, Csf1r, Gpr34, Hexb y Cx3cr1 (Goldman et al., 2016; Shemer et al., 2018; 

Van Hove et al., 2019; McKinsey et al., 2020; Masuda et al., 2020). Posteriormente, 

la creación y disponibilidad comercial de animales transgénicos que expresan a la 

recombinasa Cre bajo el control de los promotores de estos genes, abrió la 

posibilidad de manipular genéticamente a estas células, mediante la inserción o el 

silenciamiento de genes en estas poblaciones celulares (Wieghofer & Prinz, 2016; 

Masuda et al., 2020; Dumas et al., 2021; Provenzano et al., 2021). Por ejemplo, con 

el objetivo de investigar el papel del BDNF proveniente de los macrófagos 

cerebrales sobre la plasticidad sináptica inducida por el aprendizaje motor, 

Parkhurst y colaboradores (2013) cruzaron a ratones que expresaban a la 

recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen Cx3cr1 (Cx3cr1Cre), con 

ratones que tenían floxeado el gen del BDNF (BDNFflx/flx), con lo que obtuvieron una 

cepa de animales cuyos macrófagos cerebrales no expresaron al BDNF 

(Cx3cr1Cre:BDNFflx/flx). Con esta estrategia de manipulación genética, estos autores 

observaron que el silenciamiento de la transcripción del BDNF en los macrófagos 

cerebrales disminuyó el desempeño de los animales durante el aprendizaje motor y 

la generación de espinas dendríticas en la corteza cerebral y en el hipocampo que 

resulta del aprendizaje motor (Parkhurst et al., 2013). La misma estrategia fue 

llevada a cabo por Huang y colaboradores (2021) quienes investigaron el papel del 

BDNF proveniente de los macrófagos cerebrales en la hipersensibilidad producida 
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por una lesión en un nervio periférico. Estos autores observaron que el 

silenciamiento de la transcripción del BDN en los macrófagos cerebrales disminuyó 

la hiperalgesia y la generación de espinas dendríticas en la corteza somatosensorial 

inducidas por la ligación del nervio ciático (Huang et al., 2021). Por otro lado, con la 

finalidad de estudiar el papel de los receptores purinérgicos  P2Y21R expresados 

en los macrófagos cerebrales sobre la neurogénesis inducida por las crisis 

convulsivas, Mo y colaboradores (2019), cruzaron a ratones que expresaban a la 

recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen Cx3cr1 (Cx3cr1Cre), con 

ratones que tenían floxeado el gen del receptor P2Y12R (P2Y12Rflx/flx), con lo que 

obtuvieron una cepa de animales cuyos macrófagos cerebrales no expresaron al 

receptor P2Y12R (Cx3cr1Cre:P2Y12Rflx/flx). A través de esta manipulación genética, 

estos autores observaron que el silenciamiento de la transcripción de los receptores 

P2Y12R en los macrófagos cerebrales disminuyó la neurogénesis inducida por las 

crisis convulsivas (Mo et al., 2019). Asimismo, con el objetivo de investigar el papel 

de la señalización de las proteínas Gi de los macrófagos cerebrales sobre la 

excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental, Merlini 

y colaboradores (2021), cruzaron a ratones que expresaban a la recombinasa Cre 

bajo el control del promotor del gen Cx3cr1 (Cx3cr1Cre), con ratones que expresaron 

el gen de la subunidad S1 de la toxina pertussis (PTX, por sus siglas en inglés) bajo 

el control del gen Rosa26 (Rosa26PTX/+), que se encuentra expresado de forma 

ubicua (Chu et al., 2016), con lo que obtuvieron una cepa de animales que 

expresaron a la subunidad S1 de la toxina pertussis en los macrófagos cerebrales 

(Cx3cr1Cre:Rosa26PTX/+). Estos autores observaron que la oclusión de la vía de 

señalización de las proteínas Gi en los macrófagos cerebrales aumentó la 

excitabilidad y la sincronización neuronal de la corteza cerebral, así como la 

inducción de crisis convulsivas con pilocarpina (Merlini et al., 2021). 

Depleción de los macrófagos cerebrales 

Otra estrategia experimental para estudiar el papel de los macrófagos cerebrales en 

la fisiología de los circuitos neuronales es la depleción farmacológica y genética de 

estas células (Chitu et al., 2016). La depleción farmacológica de los macrófagos 
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cerebrales se ha llevado a cabo principalmente mediante la administración sistémica 

del fármaco plexikon (PLX), que es un inhibidor del receptor del factor estimulador 

de colonias tipo 1 (CSF1R, por sus siglas en inglés; Elmore et al., 2014; Li et al., 

2017; Lei et al., 2020). La activación tónica del receptor CSF1R ejerce una 

señalización de sobrevivencia en las células de linaje mieloide, incluyendo a la 

microglía y a los macrófagos no parenquimales (Chitu et al., 2016; Van Hove et al., 

2019), por lo que su inhibición, a través de la administración de PLX por 21 días, 

resulta en la eliminación de hasta el 99 % de la población de estos macrófagos 

cerebrales (Elmore et al., 2014). La depleción de los macrófagos cerebrales a través 

de la administración de PLX es transitoria, pues la población de estas células se 

recupera después de 7 días de haber suspendido el tratamiento con PLX (Elmore 

et al., 2014), lo que también ha brindado la oportunidad de estudiar la capacidad 

proliferativa de estas células (Elmore et al., 2014; Barnett et al., 2021). Otra 

estrategia farmacológica comúnmente utilizada para eliminar a los macrófagos 

cerebrales es la administración intracerebral o intracerebroventricular de clodronato 

encapsulado en liposomas (van Rooijen & Hendrikx, 2010; Drabek et al., 2012; 

Wang et al., 2018; Hall et al., 2022). El clodronato es un bifosfonato que no cruza 

las membranas celulares (van Rooijen & Hendrikx, 2010; Wang et al., 2018). Por 

ello, su encapsulamiento en micelas compuestas de numerosas capas de 

fosfolípidos de aproximadamente 300 nm, llamados liposomas (van Rooijen & 

Hendrikx, 2010), permite la incorporación del clodronato dentro de las células con 

capacidad fagocítica, como la microglía y los macrófagos no parenquimales (van 

Rooijen & Hendrikx, 2010; Wang et al., 2018). El clodronato encapsulado, al ser 

fagocitado por los macrófagos cerebrales, es liberado al citoplasma en donde se 

acumula y es metabolizado en un análogo del ATP que es citotóxico (Lehenkari et 

al., 2022), produciendo la inhibición de la proteína transferasa ADP/ATP 

mitocondrial, lo que resulta en el colapso del potencial de la membrana interna de 

la mitocondria y en la inducción de muerte celular por apoptosis (van Rooijen & 

Hendrikx, 2010; Wang et al., 2018; Lehenkari et al., 2022). Después de 2-5 días de 

su administración intracerebral o intracerebroventricular, se puede observar una 

disminución del ~50 % de la población de macrófagos cerebrales (Hall et al., 2022). 
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Posteriormente, los macrófagos cerebrales repueblan el tejido cerebral después de 

~20 días de la administración de clodronato liposomal (Hall et al., 2022). Asimismo, 

otras estrategias experimentales han buscado eliminar a los macrófagos cerebrales 

a través de modificaciones genéticas (Chitu et al., 2016). El silenciamiento genético 

del gen Csf1r, que codifica al receptor CSF1R (Chitu et al., 2016), así como de los 

genes Csf1 e Il34, que codifican a los agonistas del receptor CSF1R (Chitu et al., 

2016), resulta en la disminución del 70-90 % de la población de macrófagos 

cerebrales (Chitu et al., 2016; Wu et al., 2020). La expresión genética de la toxina 

diftérica en los macrófagos cerebrales, a través de la recombinasa Cre inducible 

bajo el control del promotor del gen Cx3cr1, ha sido utilizada para eliminar a los 

macrófagos cerebrales (Parkhurst et al., 2013; Wu et al., 2020), resultando en la 

eliminación del ~90 % de la población de estas células (Parkhurst et al., 2013; Wu 

et al., 2020).  

 La optogenética. 

La optogenética consiste en la expresión selectiva de canales iónicos activados por 

luz, llamados rodopsinas, en la membrana celular de poblaciones celulares 

específicas, lo que permite controlar la despolarización o la hiperpolarización del 

potencial de membrana celular al ser activados, dependiendo del tipo de rodopsina 

expresado (Boyden et al., 2005; Deisseroth, 2011; 2015). Diversas investigaciones 

han explorado la manipulación de distintas poblaciones gliales mediante 

optogenética (Tanaka et al., 2012; Sawada, 2012; Pardo-Peña et al., 2018b; Laprell 

et al., 2021; Yi et al., 2021b), principalmente mediante la expresión de canales 

catiónicos inespecíficos, permeables a Na+, K+ y Ca2+, que se activan en respuesta 

a la aplicación de luz azul, llamados canalrodopsina 2 (ChR2, por sus siglas en 

inglés), induciendo la despolarización del potencial de membrana celular (Cho et al., 

2016). En cuanto a la microglía, Tanaka y colaboradores (2012) fueron los primeros 

en mostrar la expresión estable de ChR2 en estas células in vitro y que la 

estimulación con luz azul induce una despolarización del potencial de membrana y 

la entrada de corrientes catiónicas a la célula. También, de forma independiente, 

Sawada (2012) demostró, en un artículo en japonés, que la estimulación de la ChR2 
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expresada en la microglía incrementó la concentración de Na+ intracelular, así como 

la síntesis de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y de la iNOS in vitro. Este 

efecto es similar a lo reportado en rebanadas de tallo cerebral de ratones que 

expresan la ChR2 de forma constitutiva en la microglía y los macrófagos no 

parenquimales, en donde se observó un aumento de la concentración extracelular 

de la especie reactiva de oxígeno H2O2, en respuesta a la estimulación con luz azul 

(Pardo-Peña et al., 2018b). Recientemente, Laprell y colaboradores (2021) 

demostraron que la modulación optogenética de la microglía y de los macrófagos 

no parenquimales tuvo poco efecto sobre la motilidad basal de estas células, pero 

enlenteció la respuesta quimiotáctica microglial ante un daño tisular inducido con 

láser. También, recientemente se ha reportado que la activación optogenética de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales de la médula espinal resulta en 

cambios morfológicos en estas células, reflejado como una disminución del número 

de procesos microgliales, así como en el incremento de la actividad de las fibras 

neuronales sensitivas y en la disminución del umbral del dolor térmico y mecánico 

por varios días (Yi et al., 2021b). Estos autores encontraron que estos efectos fueron 

mediados por la liberación de IL1β por parte de la microglía y la activación del IL1R 

tipo 1 en las neuronas (Yi et al., 2021b). En conjunto, estas investigaciones indican 

que la modulación selectiva de los macrófagos cerebrales mediante optogenética, 

conlleva a un cambio fenotípico de estas células hacia un estado proinflamatorio.  

 La quimiogenética. 

Otra herramienta experimental para modular selectivamente poblaciones celulares 

es la quimiogenética, que consiste en la expresión de receptores diseñados para 

responder exclusivamente a fármacos diseñados (DREADDs, por sus siglas en 

inglés) (Urban & Roth, 2007; Ben-Shaanan et al., 2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; 

Goutaudier et al., 2019). Los DREADDs son receptores muscarínicos excitatorios 

(hM3Dq) o inhibitorios (hM4Di) mutados para ser insensibles a la acetilcolina y, en 

su lugar, reconocer exclusivamente al fármaco sintético e inerte clozapina-N-óxido 

(CNO) (Urban & Roth, 2007; Ben-Shaanan et al., 2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; 

Goutaudier et al., 2019). Los DREADDs mencionados permiten la manipulación 
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selectiva de las células a través de la señalización de proteínas Gq o Gi/o, 

respectivamente (Urban & Roth, 2007; Ben-Shaanan et al., 2016; Dobrzanski & 

Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019). Diversos estudios han reportado que 

dependiendo del DREADD expresado en los macrófagos cerebrales, es posible 

modular la activación de estas células, así como la síntesis y liberación de citocinas 

proinflamatorias (Grace et al., 2016; 2018; Binning et al., 2020; Saika et al., 2020; 

Coleman et al., 2020; Klawonn et al., 2021; Yi et al., 2021a; Saika et al., 2021). 

Grace y colaboradores (2016; 2018) fueron los primeros en expresar a los 

DREADDs hM3Dq y hM4Di en la microglía y los macrófagos no parenquimales. 

Estos autores observaron que la activación in vitro de los DREADDs hM3Dq, 

expresados en células microgliales tipo BV2, induce un incremento en la síntesis de 

citocinas proinflamatorias, como la IL1β, la IL6 y el TNFα, así como de óxido nítrico 

(Grace et al., 2018). Este efecto ha sido reproducido en investigaciones más 

recientes in vivo (Binning et al., 2020; Saika et al., 2021; Klawonn et al., 2021), en 

donde además se pudo observar que la activación de los DREADDs hM3Dq 

expresados en la microglía y en los macrófagos cerebrales induce una disminución 

del umbral del dolor térmico y mecánico (Grace et al., 2018; Saika et al., 2021), en 

una forma dependiente la activación del IL1R tipo 1 (Grace et al., 2018). Asimismo, 

también se ha reportado que la activación de los DREADDs hM3Dq expresados en 

los macrófagos cerebrales induce actividad fagocítica microglial in vitro (Binning et 

al., 2020). Estos resultados sugieren que la activación de los DREADDs hM3Dq 

expresados en la microglía resulta en la activación proinflamatoria de estas células 

y que sus efectos son mediados a través de la síntesis y liberación de la IL1β y su 

acoplamiento con el receptor IL1R tipo 1 en las neuronas. Por otro lado, se ha 

observado que la activación in vitro de los DREADDs hM4Di evita la síntesis y 

liberación de moléculas proinflamatorias, como la IL1β, el TNFα y el óxido nítrico, 

inducido por la aplicación de LPS o de la quimiocina CCL2 en células microgliales 

tipo BV2 (Grace et al., 2016; 2018), efecto que ha sido corroborado por 

investigaciones más recientes en cultivos organotípicos de hipocampo incubados 

con un agonista de los receptores TLR7 o con etanol (Coleman et al., 2020). Por 

otro lado, la activación in vivo de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía 
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y en macrófagos no parenquimales reduce el dolor neuropático y la respuesta 

inflamatoria en la médula espinal producida por la administración crónica de morfina 

(Grace et al., 2016; 2018), por la transección de un nervio espinal (Yi et al., 2021a), 

por la ligación parcial del nervio ciático y por quimioterapia (Saika et al., 2020). 

Juntos, estos resultados indican que la activación de los DREADDs hM4Di 

expresados en la microglía y en los macrófagos no parenquimales resulta en la 

inhibición de la activación proinflamatoria de estas células gliales.  
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Planteamiento del problema de investigación. 

Se ha reportado que el SAOS es altamente prevalente en pacientes con epilepsia 

(Malow et al., 2000; Manni et al., 2003; Vaughn & D’Cruz, 2003; Höllinger et al., 

2006; Chihorek et al., 2007; Vendrame et al., 2014; Maurousset et al., 2017; 

McCarter et al., 2018; Söylemez et al., 2020). La presencia de ambas patologías 

agrava la condición clínica de estos pacientes, incrementando la frecuencia y la 

severidad de las crisis epilépticas, así como agravando los signos/síntomas 

asociados con el SAOS (Malow et al., 2000; Chihorek et al., 2007; Shaheen et al., 

2012; Scharf et al., 2020). Adicionalmente, el uso de tratamientos enfocados en el 

SAOS, como la CPAP o las intervenciones quirúrgicas en las vías respiratorias 

superiores (como la tonsilectomía, la adenoidectomía y la uvuloplastía) e inferiores 

(como la traqueostomía), en pacientes con ambas patologías, ha demostrado 

disminuir la frecuencia y la severidad de las crisis epilépticas (Devinsky et al., 1994; 

Malow et al., 2000; Höllinger et al., 2006; Chihorek et al., 2007; Milano et al., 2009; 

Vendrame et al., 2014; Liu & Wang, 2017; Marousset et al., 2017; Somboon et al., 

2019; Jaseja et al., 2020), sugiriendo que los efectos que induce el SAOS sobre la 

hiperexcitabilidad son reversibles tras el restablecimiento de la oxigenación 

“normal”. A pesar de los múltiples reportes clínicos que asocian a la epilepsia y al 

SAOS, aún no ha sido posible, primero, demostrar de forma experimental que la 

HIC, que es la principal consecuencia inmediata del SAOS (Dempsey et al., 2010; 

Labarca et al., 2019), favorezca la generación de hiperexcitabilidad neuronal y, 

segundo, esclarecer el mecanismo por el que el SAOS incrementa la excitabilidad 

cerebral y las crisis epilépticas. En este sentido, diversas evidencias clínicas y 

experimentales han resaltado a la neuroinflamación como un factor común en 

ambas patologías (Vezzani & Granata, 2005; Fabene et al., 2010; Smith et al., 2013; 

Gorter et al., 2015; Sapin et al., 2015; Alyu & Dikmen, 2016; Eyo et al., 2016; 

Khaspekov & Frumkina, 2017; Webster et al., 2017; Hiragi et al., 2018; Liu et al., 

2020). La inducción experimental de HIC, así como en los modelos experimentales 

de hiperexcitabilidad y de epilepsia, resulta en un incremento de la expresión de 

moléculas proinflamatorias y de activación microglial (Vezzani et al., 1999; De 

Simoni et al., 2000; Ravizza et al., 2008; Row et al., 2003; Baronio et al., 2013; 
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Zhang et al., 2015; Liu et al., 2018; Gong et al., 2020). Por otro lado, las moléculas 

proinflamatorias derivadas de la microglía, incluidas la IL1β, el TNFα, y la IL6, 

exacerban la excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad inducida de forma 

experimental (Vezzani et al., 1999; Zheng et al., 2010; Zhao et al., 2018). Sin 

embargo, el papel de la activación microglial en la excitabilidad neuronal y la 

inducción experimental de hiperexcitabilidad aún no es concluyente, debido, en gran 

medida, a la inespecificidad celular de las herramientas experimentales 

clásicamente usadas hasta el momento, como el LPS y la minociclina (Peña-Ortega, 

2016; Möller et al., 2016). La aplicación de estrategias experimentales para modular 

de forma selectiva a los macrófagos cerebrales, como la optogenética y la 

quimiogenética, ha permitido evaluar el papel específico de estas células en 

distintos procesos fisiológicos y patológicos (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 

2012; Laprell et al., 2021; Yi et al., 2021a; Grace et al., 2016; 2018; Binning et al., 

2020; Saika et al., 2020; Coleman et al., 2020; Klawonn et al., 2021; Yi et al., 2021b; 

Saika et al., 2021). No obstante, estas estrategias experimentales no han sido 

utilizadas para evaluar el papel específico de la activación de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales, o de la inhibición de su activación, en la excitabilidad 

neuronal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental. Por lo anterior, en 

esta tesis nos planteamos responder, primero, si la HIC modula la excitabilidad 

hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP, así como la posible 

reversibilidad de sus efectos después de un periodo de reoxigenación (ReOx). 

Adicionalmente, nos propusimos investigar el rol específico de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida de forma experimental, utilizando al LPS para manipular 

a los macrófagos cerebrales de forma no selectiva y a la optogenética y a la 

quimiogenética para manipular de forma selectiva a estas células. 
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HIPÓTESIS 

1. La HIC exacerbará la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de 

forma experimental. 

2. Los efectos inducidos por la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida de forma experimental serán revertidos después de 

un periodo de ReOx. 

3. La manipulación de la microglía y de los macrófagos no parenquimales con 

optogenética y quimiogenética con el DREADD hM3Dq, pero no con LPS, 

exacerbará la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma 

experimental. 

4. La manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales con el DREADD hM4Di disminuirá la excitabilidad hipocampal y 

la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Determinar si la HIC, así como la manipulación no selectiva y selectiva de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales, modulan la excitabilidad 

hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental. 

Objetivos particulares. 

1. Determinar si la HIC modula la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad 

inducida de forma experimental. 

2. Determinar si los efectos de la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida de forma experimental son reversibles después de un 

periodo de ReOx 

3. Determinar si la manipulación no selectiva de la microglía con LPS modula la 

excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental. 

4. Caracterizar la expresión de la ChR2 y de los DREADDs hM3Dq y hM4Di en las 

cepas de animales transgénicos utilizados para manipular de forma selectiva a la 

microglía y a los macrófagos no parenquimales con optogenética y 

quimiogenética, respectivamente. 

5. Determinar si la manipulación selectiva de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales con optogenética y quimiogenética modula la excitabilidad 

hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales. 

Para los experimentos con HIC, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (150-

200 g de peso, 6-8 semanas) obtenidas del Bioterio del Instituto de Neurobiología 

(INB) de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Una vez 

comenzados los experimentos, los animales fueron almacenados en cajas de 

acrílico (4 ratas por caja) en la Unidad de Análisis Conductual del INB de la UNAM, 

en condiciones estándar de temperatura e iluminación (22-23 °C, ciclo de 

luz/oscuridad de 12 horas), con agua y comida ad libitum. 

Para la administración intracerebroventricular de LPS o de IL1β, se utilizaron 

ratones de la cepa C57BL/6J (B6J; Stock No: 000664, The Jackson Laboratory, ME, 

Estados Unidos), obtenidos del Bioterio del INB de la UNAM.  

La manipulación selectiva de la microglía y de los macrófagos no parenquimales se 

llevó a cabo utilizando 4 cepas de ratones transgénicos generadas mediante cruza 

en la Unidad de Ratones Transgénicos del INB de la UNAM. Las cepas de animales 

utilizadas fueron las siguientes (figura 2): Cx3cr1/ChR2, Cx3cr1/hM3Dq, 

Cx3cr1/hM4Di y la cepa control Cx3cr1/Cre. Para la manipulación optogenética se 

utilizaron ratones transgénicos adultos (25±2 g de peso, 3-6 meses de edad) de la 

cepa Cx3cr1/ChR2, los cuales expresan constitutivamente la proteína de fusión 

ChR2 y la proteína amarilla fluorescente aumentada (eYFP, por sus siglas en 

inglés). La generación de esta cepa se llevó a cabo mediante la cruza de ratones 

homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre (B6J.B6N(Cg)-Cx3cr1tm1.1(cre)Jung/J; Stock No: 

025524, The Jackson Laboratory), que expresan constitutivamente a la 

recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen Cx3cr1, expresado en el 

cerebro exclusivamente en la microglía y en los macrófagos no parenquimales 

(Nishiyori et al., 1998; Shemer et al., 2018; Van Hove et al., 2019), con animales 

homocigotos que expresan la secuencia genética invertida de la proteína de fusión 

ChR2-eYFP (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm32(CAG-COP4*H134R/EYFP)HZE/J; Stock No: 

012569, The Jackson Laboratory), flanqueada por secuencias lox-P (figura 2A). 

Para la manipulación quimiogenética se utilizaron ratones transgénicos adultos 
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(25±2 g de peso, 3-6 meses de edad) de las cepas Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM4Di, 

que expresan constitutivamente el DREADD excitatorio hM3Dq y el DREADD 

inhibitorio hM4Di, respectivamente, además de la proteína fluorescente mCitrina en 

la microglía y los macrófagos no parenquimales. La generación de estas cepas se 

llevó a cabo mediante la cruza de animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre 

(The Jackson Laboratory), con animales homocigotos que expresan la secuencia 

genética invertida de las proteínas de fusión hM3Dq-mCitrina (B6N.129-Tg(CAG-

CHRM3*,-mCitrine)1Ute/J; Stock No: 026219, The Jackson Laboratory) o hM4Di-mCitrina 

(B6N.129-Gt(ROSA)26Sortm1(CAG-CHRM4*,-mCitrine)Ute/J; Stock No: 026220, The Jackson 

Laboratory), ambas flanqueadas por secuencias lox-P (figuras 2B y 2C). Como 

grupo control, se utilizaron ratones transgénicos adultos (25 ± 2 g de peso, 3-6 

meses de edad) heterocigotos de la cepa Cx3cr1/Cre, que no expresan la ChR2 ni 

los DREADDs hM3Dq o hM4Di. La generación de esta cepa se llevó a cabo a través 

de la cruza de animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre (B6J.B6N(Cg)-

Cx3cr1tm1.1(cre)Jung/J; Stock No: 025524, The Jackson Laboratory), con animales tipo 

salvaje (Cx3cr1+/+) de la cepa C57BL/6J (Bioterio del INB; figura 2D). Los animales 

transgénicos se mantuvieron alojados en la Unidad de Ratones Transgénicos del 

INB de la UNAM en condiciones estándar de temperatura e iluminación (22-23 °C, 

ciclo de luz/oscuridad de 12 horas) con agua y comida ad libitum.  
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Figura 2. Esquema de la generación por cruza de las cepas de animales 

transgénicos Cx3cr1/ChR2, Cx3Cr1/hM3Dq, Cx3cr1/hM4Di y Cx3cr1/Cre. A. 

Los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 fueron generados a partir de la cruza de 

animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre con animales homocigotos de la 

cepa B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm32(CAG-COP4*H134R/EYFP)HZE/J 

(Rosa26<ChR2-eYFP>), que expresan la secuencia genética invertida de la proteína 

de fusión canalrodopsina 2 (ChR2, por sus siglas en inglés) - proteína amarilla 

fluorescente aumentada (eYFP, por sus siglas en inglés) flanqueada por 

secuencias Lox-P. B. Los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq fueron 

generados a partir de la cruza de animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre 

con animales homocigotos de la cepa B6.Cg- B6N.129-Tg(CAG-CHRM3*,-

mCitrine)1Ute/J (Rosa26<hM3Dq-mCitrina>), que expresan la secuencia genética 

invertida de la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina flanqueada por secuencias 
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Lox-P. C. Los animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di fueron generados a partir de 

la cruza de animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre con animales 

homocigotos de la cepa B6N.129-Gt(ROSA)26Sortm1(CAG-CHRM4*,-

mCitrine)Ute/J (Rosa26<hM4Di-mCitrina>), que expresan la secuencia 

genética invertida de la proteína de fusión hM4Di-mCitrina flanqueada por 

secuencias Lox-P. D. Los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre fueron 

generados a partir de la cruza de animales homocigotos de la cepa Cx3cr1Cre/Cre 

con animales tipo salvaje (Cx3cr1+/+) de la cepa C57BL/6J.  

 

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana de la Secretaría de Agricultura (SAGARPA NOM-062-ZOO-1999) y fueron 

aprobados por el Comité de Bioética del INB de la UNAM (protocolo No. 50 con el 

título “Generación de patrones de actividad rítmica de los circuitos neuronales y sus 

alteraciones en condiciones patológicas”). 

Experimentos in vitro con rebanadas de hipocampo de animales 

sometidos a hipoxia intermitente crónica (HIC). 

Protocolo de HIC in vivo. 

El protocolo utilizado para inducir la HIC se llevó a cabo como se reportó 

previamente por Moraes y Machado (2015), pero con ligeras modificaciones (figura 

3) (Villasana-Salazar et al., 2020; Hernández-Soto et al., 2021). Brevemente, los 

animales fueron introducidos con sus cajas de acrílico (4 animales por caja) dentro 

de una cámara plexiglas (76cm x 51 cm x 51 cm), equipada con inyectores de gas 

y sensores de O2, CO2, humedad y temperatura (BioSpherix, NY, Estados Unidos) 

(figura 3A). La cámara recibió inyecciones intermitentes de N2 durante 5 minutos 

para inducir periodos de hipoxia de 40-50 segundos (5-7% de O2 inspirado) (figura 

3B). Después de cada episodio de hipoxia, se inyectó O2 por 5 minutos para 

regresar a condiciones de normoxia (21-22% de O2 inspirado) (Moraes y Machado, 

2015; Villasana-Salazar et al., 2020; Hernández-Soto et al., 2021). Los inyectores 

de gas fueron controlados con un sistema OxyCycler (A42OC, BioSpherix). El 

protocolo se llevó a cabo diariamente por 8 horas durante la fase de luz (de 10:00 h 
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a 18:00 h), durante 21 días. Este periodo de HIC se seleccionó debido a que se ha 

reportado que 21 días de HIC son suficientes para inducir cambios en la 

excitabilidad neuronal y en la neuroinflamación hipocampal, así como en la 

activación microglial (Sapin et al., 2015; Dong et al., 2018; Khuu et al., 2019; Gong 

et al., 2020). Para investigar la reversibilidad de los efectos de la HIC, un grupo 

independiente de animales fue sujeto al protocolo de HIC por 21 días, seguido de 

un periodo de 30 días de ReOx, en donde los animales permanecieron en 

condiciones de normoxia (21-22 % de O2 inspirado), respirando el aire de la Unidad 

de Análisis Conductual del INB de la UNAM.  

 

 

Figura 3. Protocolo de hipoxia intermitente crónica (HIC). A. Esquema del 
equipamiento requerido para aplicar la HIC dentro de la cámara Plexiglas. La 
cámara para la condición control de normoxia no se incluyó. Los animales 
fueron introducidos en las cámaras plexiglas, en donde recibieron HIC o 
normoxia durante 8 horas al día por 21 días. B. Trazos representativos de los 
niveles de O2 inspirado durante la aplicación de los protocolos de HIC (trazo 
azul) o de normoxia (Control; línea roja punteada). Nótese que la hipoxia 
intermitente consistió en la inyección intermitente de N2 por 5 minutos, para 
inducir episodios de hipoxia de 40-50 segundos (7 % de O2 inspirado). Después 
de cada episodio de hipoxia, se inyectó O2 durante 5 minutos para regresar a 
condiciones de normoxia (21-22 % de O2 inspirado). Los niveles de N2 y de O2 
dentro de las cámaras fueron modulados utilizando un controlador de gas y 
monitoreados a través de una computadora. 

Cada grupo de animales que fue sometido al protocolo de HIC fue pareado con su 

respectivo grupo de animales control, los cuales fueron introducidos diariamente a 

una cámara plexiglas (BioSpherix) en condiciones de normoxia (21-22 % de O2 

inspirado; figura 1) por 8 horas (de 10:00 h a 18:00 h), durante 21 días. 
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Adicionalmente, se monitoreó el peso de los animales y su sobrevivencia al inicio y 

al final del protocolo de HIC. 

Extracción de rebanadas de hipocampo. 

Una vez terminado el protocolo de HIC o después de 30 días de ReOx, se obtuvieron 

rebanadas de hipocampo como se describió previamente (Peña y Alavez-Pérez, 

2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Brevemente, los animales fueron 

eutanizados con una sobredosis de pentobarbital sódico (50 mg/kg, i.p.; PiSa, 

México) y perfundidos transcardiacamente con una solución protectora fría de 

sacarosa (composición: 238 mM de Sacarosa, 3 mM de KCl, 2.5 mM de MgCl2, 25 

mM de NaHCO3 y 30 mM de D-glucosa; con pH de 7.4), burbujeado con carbógeno 

(95% O2/ 5% CO2). Posteriormente, los cerebros fueron removidos y disectados en 

líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa; composición: 119 mM de NaCl, 3 mM de 

KCl, 1.5 mM de CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM de NaHCO3 y 30 mM de D-glucosa; con 

pH de 7.4), burbujeado con carbógeno. Ambos hemisferios fueron montados en un 

bloque de agar con 30° de inclinación. Utilizando un vibratomo (Microm HM 650 V, 

Thermo Scientific, IL, Estados Unidos), se extrajeron rebanadas sagitales (400 µm 

de grosor) que contenían al hipocampo ventral y la corteza entorrinal. Esta 

preparación preserva las conexiones de la vía trisináptica, permitiendo la 

generación y el sostenimiento de la hiperexcitabilidad neuronal reverberante entre 

la corteza entorrinal y el hipocampo (Perrault y Avoli, 1991; Barbaroise y Avoli, 1997; 

Panuccio et al., 2010). Las rebanadas fueron colocadas en LCRa a temperatura 

ambiente y se permitió su recuperación por al menos 60 minutos antes de cualquier 

manipulación experimental. 

Registro electrofisiológico de la actividad hipocampal e inducción de 

hiperexcitabilidad con 4-aminopiridina (4-AP) in vitro. 

Las rebanadas de hipocampo fueron transferidas a una cámara sumergida de 

registro con perfusión continua con LCRa (15-17 ml/min) burbujeado con carbógeno 

y mantenido a 30-32 °C. Utilizando electrodos de borosilicato (<1 MΩ de resistencia) 

llenados con LCRa, se registró la actividad de la capa piramidal de la región CA1 

del hipocampo por 20-30 minutos. Posteriormente, se aplicó 4-AP (100 µM; Sigma-



73 

 

Aldrich Inc., MO, Estados Unidos) en la solución de registro y se observaron sus 

efectos sobre la actividad hipocampal durante 60 minutos.  Finalmente, se añadió 

lidocaína (1 mM; Sigma-Aldrich Inc.) en la solución de registro para verificar la 

viabilidad de las rebanadas y la naturaleza sináptica de la actividad registrada (Peña 

y Alavez-Pérez, 2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Villasana-Salazar et al., 

2020). La lidocaína es un fármaco anestésico que bloquea a los canales de Na+ 

dependientes de voltaje (Mitchel & Plant, 1988; Josephson, 1988; Raley-Susman et 

al., 2001; Cummins, 2007; Yang et al., 2020). También, la lidocaína bloquea a los 

canales de K+ y de Ca2+ dependientes de voltaje (Josephson, 1988). Estudios in 

vitro en cardiomiocitos han mostrado que la lidocaína bloquea a los canales Na+, de 

K+ y de Ca2+ dependientes de voltaje, en concentraciones similares (10 µM – 1 mM), 

sugiriendo que la lidocaína es un bloqueador inespecífico de estos canales 

dependientes de voltaje (Josephson, 1998). A su vez, la aplicación in vitro de 

lidocaína en altas concentraciones (100 µM - 3 mM) disminuye las corrientes 

intracelulares inducidas por la administración de NMDA y de GABA en ovocitos que 

expresan a los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y a los receptores GABAA, 

respectivamente (Mitchel et al., 1988; Hahnekamp et al., 2006; Yang et al., 2020). 

Por lo anterior, la administración de lidocaína en el tejido nervioso resulta en la 

inhibición del potencial de acción, de la liberación de neurotransmisor y, por 

consiguiente, de la transmisión sináptica y de la excitabilidad neuronal (Wagman et 

al., 1968; Schurr et al., 1986; Tabatabai et al., 1990; Raley-Susman et al., 2001; Fujii 

et al., 2012). En este sentido, la lidocaína es utilizada para verificar la viabilidad del 

tejido nervioso y la naturaleza sináptica de su actividad, pues si su administración 

disminuye la excitabilidad neuronal sugiere, de forma indirecta, que las neuronas 

del circuito registrado se encuentran activas (Adaya-Villanueva et al., 2010; 

Alvarado-Martínez et al., 2013; Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Villasana-Salazar 

et al., 2020). 

La señal registrada fue amplificada (7P511L, Grass Instruments Co., MA, Estados 

Unidos), filtrada (0.3 Hz - 0.3 kHz), digitalizada a 2 kHz (Interfaz TL-2, Axon 

Instruments Inc., CA, Estados Unidos) y almacenada en una computadora personal 

para su análisis posterior. 
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Experimentos con animales anestesiados. 

Cirugía estereotáxica y registros electrofisiológicos de la actividad 

hipocampal en animales anestesiados. 

Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de uretano (1.5 

g/kg; Sigma-Aldrich Inc.) y colocados en un aparato esterotáxico para ratón 

(Stoelting Co., IL, Estados Unidos). Para registrar la actividad electrofisiológica del 

hipocampo se implantó un electrodo bipolar de acero inoxidable (100 µm de 

diámetro; 1-1.2 MΩ de resistencia) en el hipocampo dorsal izquierdo (AP: -2.8 mm; 

ML: -2.5 mm; DV: -2.1 mm) y un tornillo de forma epidural sobre el cerebelo (AP: -

6.0 mm; ML: 0.0 mm) para aterrizar eléctricamente la preparación, de acuerdo con 

el atlas estereotáxico de Franklin y Paxinos (2007). La señal electrofisiológica del 

hipocampo fue amplificada (7P511L, Grass Instruments Co.), filtrada (0.3 Hz - 0.3 

kHz) y digitalizada a una frecuencia de 1 kHz (MiniDigi 1B, Molecular Devices, CA, 

Estados Unidos), utilizando el programa AxoScope (versión 10.7, Molecular 

Devices), así como almacenada en una computadora personal para su análisis 

posterior. Debido a la actividad de las células inmunes está regulada por el ciclo 

circadiano (Keller et al., 2009; Cuesta et al., 2016; Pourcet & Duez, 2020), todos los 

experimentos con animales anestesiados fueron llevados a cabo en un horario fijo 

de 9:00 h a 14:00 h. 

Para la manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, se 

implantó una fibra óptica (5 mm de largo y 200 µm de diámetro; Thorlabs Inc., NJ, 

Estados Unidos) en el hipocampo dorsal derecho (AP: -2.8 mm; ML: +2.5 mm; DV: 

-2.0 mm), de acuerdo con el atlas estereotáxico de Franklin y Paxinos (2007). 

Para la manipulación quimiogenética de la microglía, se implantó un microinyector 

en el ventrículo lateral derecho (AP: -0.5 mm; ML: +1.2 mm; DV: -2.0 mm), de 

acuerdo con el atlas estereotáxico de Franklin y Paxinos (2007). El microinyector se 

fabricó con una aguja dental (450 µm de diámetro, Monoject, COVIDIEN, MA, 

Estados Unidos), conectada a una jeringa de microinyección (25 µl, Hamilton 

Company, MA, Estados Unidos), a través de una manguera de plástico.  
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Registro electrofisiológico de la actividad hipocampal e inducción de 

hiperexcitabilidad con 4-AP y pentilenetetrazol (PTZ) en animales 

anestesiados.  

Después de 20 minutos de registro de la actividad electrofisiológica basal, se indujo 

hiperexcitabilidad neuronal mediante la administración intraperitoneal de 4-AP (20 

mg/kg; Sigma-Aldrich Inc.) o de PTZ (200 mg/kg; Sigma-Aldrich Inc.) y se 

observaron sus efectos durante 40 minutos. En condiciones sin anestesia, las dosis 

de 4-AP y de PTZ comúnmente utilizadas para inducir actividad epileptiforme se 

encuentran en el rango de 3-7 mg/kg y 40-120 mg/kg, respectivamente (Mihály et 

al., 1990; Velisek et al., 1992; 2006). Sin embargo, debido a que la anestesia 

inducida con uretano inhibe la generación de actividad epileptiforme (Cain et al., 

1989; Piña-Crespo & Daló, 1992; Heltovics et al., 1995), se estandarizaron las dosis 

de 4-AP y de PTZ en 20 mg/kg y 200 mg/kg, respectivamente, con la finalidad de 

poder inducir actividad epileptiforme hipocampal. Al finalizar los experimentos, los 

animales fueron eutanizados con una sobredosis de pentobarbital sódico (50 mg/kg, 

i.p.; Pisabental, PiSA, México). La respiración fue monitoreada durante los 

experimentos con un dispositivo piezoeléctrico colocado en el tórax de los animales, 

para verificar la profundidad de la anestesia (~2-3 respiraciones por segundo). 

Administración intracerebroventricular de lipopolisacárido (LPS) y de 

interleucina 1 beta (IL1β) en animales anestesiados. 

En animales anestesiados de la cepa C57BL/6J, se administró LPS (200 µg 

disueltos en 10 µl de solución de buffer de fosfatos; PBS, por sus siglas en inglés; 

0.1 M, pH 7.4; Sigma-Aldrich Inc.) o IL1β recombinante de ratón (100 ng disueltos 

en 2 µl de PBS, 0.1 M, pH 7.4; ARP Inc., MA, Estados Unidos), a través del 

microinyector implantado estereotáxicamente en el ventrículo lateral derecho, 

utilizando una bomba de infusión (Fusion 200, Chemyx Inc.) con una velocidad 

constante de 0.5 µl por minuto. Ambos fármacos se administraron 10-20 minutos 

antes o después de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y 10-20 minutos antes 

de la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.). Los animales control fueron 

administrados de forma intracerebroventricular con vehículo (PBS). 
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Manipulación optogenética en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2. 

La manipulación optogenética en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 

se llevó a cabo a través de la fibra óptica implantada en el hipocampo dorsal derecho 

(figura 2A). La fibra óptica fue conectada a un LED de luz azul (~470 nm de longitud 

de onda, modelo M470F1, Thorlabs, Inc.), acoplado a una fuente de poder de alta 

potencia con modulación de pulsos (DC2100, Thorlabs, Inc.). Con el fin de 

establecer la duración de la estimulación optogenética requerida para provocar 

cambios en la actividad electrofisiológica, se realizó una curva de estimulación en 

donde se aplicaron pulsos de luz azul continua con diferentes duraciones (1, 5, 10 

y 20 minutos; ~0.03 mW/mm2 de intensidad; n = 6) y se observaron sus efectos 

sobre la actividad electrofisiológica hipocampal por 20 minutos (Anexo 1). Estos 

experimentos mostraron que 20 minutos de estimulación optogenética provocan 

cambios sustanciales en la actividad electrofisiológica hipocampal (Anexo 1), similar 

a trabajos previos de nuestro grupo de trabajo (Rojas-García, 2018; Lorea-

Hernández, 2020). Con ello, se aplicó un pulso de luz continua en el hipocampo con 

duración de 20 minutos (~0.03 mW/mm2 de intensidad), 15-20 minutos antes o 

después de la administración intraperitoneal de 4-AP (20 mg/kg). Los animales de 

la cepa control Cx3cr1/Cre también recibieron 20 minutos de estimulación continua 

con luz azul, 15-20 minutos antes o después de la administración intraperitoneal de 

4-AP (20 mg/kg). 

Manipulación optogenética en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 y registro electrofisiológico de la actividad multiunitaria 

hipocampal con un arreglo de multielectrodos. 

Animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 fueron anestesiados con uretano (1.5 g/kg, i.p.; 

Sigma-Aldrich Inc.) y colocados en un aparato esterotáxico para ratón (Stoelting 

Co.). Mediante coordenadas estereotáxicas, en el HPC dorsal derecho se implantó 

una fibra óptica (AP: -3.4 mm; ML: -2.5 mm; DV: -2.0 mm; 5 mm de largo y 200 μm 

de diámetro; Thorlabs, Inc.) y una silicon probe con un arreglo lineal de 16 

microelectrodos (AP: -2.8 mm; ML: +2.5 mm; DV: -2.0 mm; 5 mm de largo y 15 μm 
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de diámetro; NeuroNexus, MI, Estados Unidos), con una separación entre 

electrodos de 50 μm. La fibra óptica se implantó con un ángulo de 30° de inclinación, 

con el fin de iluminar el tejido registrado por el arreglo de multielectrodos. 

Adicionalmente, se colocaron dos tornillos de acero inoxidable sobre el cerebelo 

(AP: -6.0 mm, ML: ±1.0 mm; Franklin & Paxinos, 2007), que sirvieron como tierra y 

referencia, respectivamente. La fibra óptica fue conectada a un LED de luz azul 

(~470 nm de longitud de onda; modelo M470F1, Thorlabs, Inc.) o roja (~625 nm de 

longitud de onda; modelo M625F2, Thorlabs, Inc.), acoplado a una fuente de poder 

de alta potencia con modulación de pulsos (DC2100, Thorlabs, Inc.) y a un 

estimulador S88 (Grass Instruments Co.), para modular la duración, la frecuencia y 

la intensidad de los pulsos de luz. Se registró la actividad hipocampal de los 16 sitios 

de registro durante la estimulación con un pulso de luz azul o roja (10 s de duración, 

2 min de intervalo interestímulo, 0.03 mW/mm2 de intensidad). Adicionalmente, se 

estimuló con trenes de 4 Hz (10 ms de duración del pulso, 2 min de intervalo 

interestímulo, ~0.03 mW/mm2 de intensidad). Las señales fueron preamplificadas y 

digitalizadas a una frecuencia de 40 kHz utilizando el sistema Omniplex (Plexon, 

TX, Estados Unidos) y almacenadas en una computadora personal para su análisis 

posterior. Al finalizar los experimentos, los animales fueron eutanizados con una 

sobredosis de pentobarbital sódico (50 mg/kg, i.p., Pisabental). 

Manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales en animales anestesiados. 

La manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales se llevó a cabo a través de la administración intracerebroventricular 

de CNO, agonista exclusivo de los DREADDs (Urban & Roth, 2007; Ben-Shaanan 

et al., 2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019), en animales 

anestesiados de las cepas Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM4Di. En animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se realizó una curva de estimulación con 

diferentes dosis de CNO (10 ng, 100 ng, 1 µg y 10 µg de CNO, disueltos en 5 µl de 

PBS, 0.1 M, pH 7.4; Tocris Bioscience, MN, Estados Unidos), en diferentes animales 

y, posteriormente, se observaron sus efectos sobre la actividad electrofisiológica del 
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hipocampo por 30-40 minutos, con el fin de establecer la dosis óptima de CNO para 

provocar cambios en la actividad electrofisiológica hipocampal (n = 6; Anexo 4). Una 

vez establecida la dosis de CNO (10 µg disueltos en 5 µl de PBS), se administró 

CNO de forma intracerebroventricular 10-15 minutos antes o 15-20 minutos después 

de la administración de 4-AP (20 mg/kg) y 10-15 minutos antes de la administración 

de PTZ (200 mg/kg), utilizando una bomba de infusión (Fusion 200, Chemyx Inc., 

TX, Estados Unidos) con una velocidad constante de 0.5 µl por minuto. Los animales 

de la cepa control Cx3cr1/Cre fueron administrados con CNO (10 µg disueltos en 5 

µl de PBS) de forma intracerebroventricular 10-15 minutos antes o 15-20 minutos 

después de la administración de 4-AP (20 mg/kg) y 10-15 minutos antes de la 

administración de PTZ (200 mg/kg). 

Coadministración intracerebroventricular de la proteína antagonista del 

receptor de la interleucina 1 (IL1Ra) y de clozapina-N-óxido (CNO) en animales 

anestesiados. 

En animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se coadministró la proteína 

IL1Ra (5 µg disueltos en 5 µl de PBS, 0.1 M, pH 7.4; rHuIL-1ra, Prospec-Tany 

Technogene, Ness-Ziona, Israel) de forma intracerebroventricular junto con CNO 

(10 µg disueltos en 5µl de PBS; Tocris Bioscience), utilizando una bomba de infusión 

con una velocidad constante de 0.5 µl por minuto (Fusion 200, Chemyx Inc.) y se 

observaron sus efectos durante 30-40 minutos. La administración 

intracerebroventricular de la combinación de la proteína IL1Ra y de CNO se realizó 

20 minutos antes o después de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y 20 

minutos antes de la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.). Los animales de la 

cepa control Cx3cr1/Cre fueron administrados de forma intracerebroventricular con 

la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg disueltos en 5 µl de PBS) y de CNO (10 

µg disueltos en 5 µl de PBS) 20 minutos antes o después de la administración de 4-

AP (20 mg/kg, i.p.) y 20 minutos antes de la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.).  
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Grupos experimentales. 

Experimentos in vitro con rebanadas de hipocampo. 

Efecto de la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida con 4-AP in vitro. 

• Grupo Control (n = 14 rebanadas de 5 animales): Rebanadas de 

hipocampo de animales introducidos diariamente a una cámara plexiglas 

en condiciones de normoxia (21-22 % de O2 inspirado) por 8 horas, 

durante 21 días. 

• Grupo HIC (n = 18 rebanadas de 8 animales): Rebanadas de hipocampo 

de animales introducidos diariamente a una cámara plexiglas en donde 

fueron sujetos a periodos de hipoxia de 40-50 segundos ( 5-7 % de O2 

inspirado) alternados con periodos de normoxia (21-22 % de O2 

inspirado) por 8 horas, durante 21 días. 

Efecto de la reoxigenación (ReOx) sobre la modulación producida 

por la HIC en la excitabilidad hipocampal y en la hiperexcitabilidad inducida 

con 4-AP in vitro. 

• Grupo Control+ReOx (n = 11 rebanadas de 3 animales): Rebanadas de 

hipocampo de animales introducidos diariamente a una cámara plexiglas 

en condiciones de normoxia (21-22 % de O2 inspirado) por 8 horas, 

durante 21 días, seguido de un periodo de ReOx de 30 días, en donde los 

animales permanecieron en condiciones de normoxia (21-22 % de O2 

inspirado). 

• Grupo HIC+ReOx (n = 13 rebanadas de 4 animales): Rebanadas de 

hipocampo de animales introducidos diariamente a una cámara plexiglas 

en donde fueron sujetos a periodos de hipoxia de 40-50 segundos ( 5-7 

% de O2 inspirado) alternados con periodos de normoxia (21-22 % de O2 

inspirado) por 8 horas, durante 21 días, seguido de un periodo de ReOx 

de 30 días, en donde los animales permanecieron en condiciones de 

normoxia (21-22 % de O2 inspirado). 
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Experimentos con animales anestesiados. 

Manipulación farmacológica de la microglía con LPS en animales 

anestesiados. 

Efecto de la manipulación farmacológica de la microglía con LPS 

sobre la excitabilidad hipocampal en animales anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron 

una inyección intracerebroventricular de vehículo (PBS) durante el 

registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo LPS (n = 12 animales): Animales anestesiados que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de LPS (200 µg) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación farmacológica de la microglía con LPS 

sobre la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP en animales 

anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron 

una inyección intracerebroventricular de vehículo (PBS) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo LPS (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de LPS (200 µg) y que, posteriormente, 

fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) 

durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación farmacológica de la microglía con LPS 

sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP en animales 

anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que fueron 

administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) y que, 

posteriormente, recibieron una inyección intracerebroventricular de 
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vehículo (PBS) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo LPS (n = 6 animales): Animales anestesiados que fueron 

administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) y que, 

posteriormente, recibieron una inyección intracerebroventricular de LPS 

(200 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Manipulación optogenética en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2. 

Efecto de la manipulación optogenética sobre la excitabilidad 

hipocampal en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron estimulación optogenética en el hipocampo 

durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/ChR2 (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 que recibieron estimulación optogenética en el hipocampo 

durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación optogenética sobre la hiperexcitabilidad 

inducida con 4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron estimulación optogenética en el hipocampo y 

que, posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 

4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/ChR2 (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 que recibieron estimulación optogenética en el hipocampo 

y que, posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 

4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 
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Efecto de la manipulación optogenética sobre la hiperexcitabilidad 

ya inducida con 4-AP en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron estimulación optogenética 

en el hipocampo durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/ChR2 (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-

AP (20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron estimulación 

optogenética en el hipocampo durante el registro electrofisiológico de la 

actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación optogenética sobre la densidad y 

morfología de la microglía hipocampal en animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 9 muestras de 3 animales): Muestras histológicas 

de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/Cre que recibieron 

estimulación optogenética en el hipocampo. 

• Grupo Cx3cr1/ChR2 (n = 9 muestras de 3 animales):  Muestras 

histológicas de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 que 

recibieron estimulación optogenética en el hipocampo. 

Efecto de la manipulación optogenética sobre la actividad 

multiunitaria hipocampal en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2. 

• Grupo Estimulación con luz roja (n = 3 ensayos de 3 animales): Animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 que recibieron estimulación 

optogenética con luz roja en el hipocampo durante el registro 

electrofisiológico de la actividad multiunitaria hipocampal. 
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• Grupo Estimulación con luz azul (n = 12 ensayos de 3 animales): 

Animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 que recibieron 

estimulación optogenética con luz azul en el hipocampo durante el 

registro de la actividad multiunitaria hipocampal. 

Manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos 

no parenquimales en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de CNO (10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad inducida con 

4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 12 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 7 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de CNO (10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 
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Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad inducida con 

PTZ en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 12 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con PTZ (200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 7 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de CNO (10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con PTZ (200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad ya inducida 

con 4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de CNO (10 µg) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que fueron administrados de forma intraperitoneal 

con 4-AP (20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de CNO (10 µg) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 
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Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de las 

macrófagos no parenquimales sobre la densidad y morfología de la 

microglía hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 muestras de 3 animales): Muestras histológicas 

de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/Cre que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de CNO (10 µ). 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 muestras de 3 animales): Muestras 

histológicas de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq que 

recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO (10 µ). 

Efecto de la proteína IL1Ra sobre la modulación de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales en la excitabilidad hipocampal en animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de la 

combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) durante el 

registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) durante 

el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la proteína IL1Ra sobre la modulación de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales en la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP en animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de la 

combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 
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• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

Efecto de la proteína IL1Ra sobre la modulación de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales en la hiperexcitabilidad inducida con PTZ en animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de la 

combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con PTZ 

(200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que recibieron una inyección intracerebroventricular 

de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con PTZ 

(200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

Efecto de la proteína IL1Ra sobre la modulación de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales en la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y 
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de CNO (10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM3Dq (n = 6 animales): Animales anestesiados de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq que fueron administrados de forma intraperitoneal 

con 4-AP (20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y 

de CNO (10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

Efecto de la IL1β sobre la excitabilidad hipocampal en animales 

anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron 

una inyección intracerebroventricular de vehículo (PBS) durante el 

registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo IL1β (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de IL1β (100 ng) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la IL1β sobre la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP en 

animales anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron 

una inyección intracerebroventricular de vehículo (PBS) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo IL1β (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de IL1β (100 ng)  y que, posteriormente, 

fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) 

durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 
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Efecto de la IL1β sobre la hiperexcitabilidad inducida con PTZ en 

animales anestesiados. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron 

una inyección intracerebroventricular de vehículo (PBS) y que, 

posteriormente, fueron administrados de forma intraperitoneal con PTZ 

(200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo IL1β (n = 6 animales): Animales anestesiados que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de IL1β (100 ng)  y que, posteriormente, 

fueron administrados de forma intraperitoneal con PTZ (200 mg/kg) 

durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la IL1β sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP 

en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

• Grupo vehículo (n = 6 animales): Animales anestesiados que fueron 

administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) y que, 

posteriormente, recibieron una inyección intracerebroventricular de 

vehículo (PBS) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

• Grupo IL1β (n = 6 animales): Animales anestesiados que fueron 

administrados de forma intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) y que, 

posteriormente, recibieron una inyección intracerebroventricular de IL1β 

(100 ng) durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos 

no parenquimales en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad hipocampal. 
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• Grupo Cx3cr1/hM4Di (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di que recibieron una inyección intracerebroventricular de 

CNO (10 µg) durante el registro electrofisiológico de la actividad 

hipocampal. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad inducida con 

4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 12 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM4Di (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di que recibieron una inyección intracerebroventricular de 

CNO (10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con 4-AP (20 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad inducida con 

PTZ en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 12 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con PTZ (200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM4Di (n = 7 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di que recibieron una inyección intracerebroventricular de 

CNO (10 µg) y que, posteriormente, fueron administrados de forma 

intraperitoneal con PTZ (200 mg/kg) durante el registro electrofisiológico 

de la actividad hipocampal. 
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Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad ya inducida 

con 4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/Cre que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-AP 

(20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de CNO (10 µg) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

• Grupo Cx3cr1/hM4Di (n = 6 animales): Animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di que fueron administrados de forma intraperitoneal con 4-

AP (20 mg/kg) y que, posteriormente, recibieron una inyección 

intracerebroventricular de CNO (10 µg) durante el registro 

electrofisiológico de la actividad hipocampal. 

Efecto de la manipulación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la densidad y morfología de la 

microglía hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

• Grupo Cx3cr1/Cre (n = 7 muestras de 3 animales): Muestras histológicas 

de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/Cre que recibieron una 

inyección intracerebroventricular de CNO (10 µg). 

• Grupo Cx3cr1/hM4Di (n = 7 muestras de 3 animales): Muestras 

histológicas de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di que 

recibieron una inyección intracerebroventricular de CNO (10 µg). 

Perfusión y obtención de muestras para análisis histológico. 

Para la corroboración histológica de los sitios de registro, de fotoestimulación y de 

microinyección, los animales fueron perfundidos transcardiacamente con PBS (20 

ml, 0.1 M, pH 7. 4) y con paraformaldehído (20 ml, PFA al 4% diluido en PBS, 0.1 

M, pH 7.4; Sigma-Aldrich Inc.). Los cerebros fueron removidos y almacenados por 

al menos 24 horas en PFA a 4 °C. Posteriormente, los cerebros fueron sumergidos 

en una solución de sacarosa (30 %, Sigma-Aldrich Inc.) durante 24 horas. Utilizando 

un vibratomo (Leica CM1850, Wetzlar, Alemania), se obtuvieron rebanadas 
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coronales de 30-60 µm de espesor de los sitios en donde las trayectorias del 

electrodo y del microinyector fueran visibles. Las rebanadas extraídas fueron 

simultáneamente procesadas para la tinción de Nissl y para la inmunofluorescencia.  

Tinción de Nissl. 

La tinción de Nissl se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Kreutzberg 

(1984). Brevemente, las rebanadas fueron montadas en portaobjetos y 

deshidratadas con alcohol a varias diluciones (95, 70 y 50 %, en dH2O). Después, 

las rebanadas fueron teñidas con una solución de violeta de cresilo acetato, 

compuesta por ácido acético, acetato sódico y violeta de cresilo al 0.1 %, y 

posteriormente sumergidas en alcohol a varias diluciones (50, 70 y 95 %, en agua 

destilada) y en xileno (Sigma-Aldrich Inc.). Finalmente, las rebanadas fueron 

cubiertas con cubreobjetos utilizando un medio de montaje (DPX, Sigma-Aldrich 

Inc.), para posteriormente dejarles secar por una noche a temperatura ambiente. 

Las muestras fueron colocadas en un microscopio de luz (Carl Zeiss Inc., NY, 

Estados Unidos), con un objetivo de 4x, en donde se observaron los sitios de 

registro, de fotoestimulación y de microinyección (figura 4). 

 

 

Figura 4. Verificación histológica de los sitios de registro, de fotoestimulación y 
de microinyección en tejidos teñidos con la técnica de Nissl. Fotomicrografías 
de tejidos cerebrales teñidos con la técnica de Nissl, en donde se muestran los 
sitios de registro (flechas negras, A y B), de fotoestimulación (flecha blanca, A) 
y de microinyección (flecha blanca, C). Nótese que los sitios de registro y de 
fotoestimulación se ubicaron entre el stratum oriens y el stratum piramidale del 
área CA1 del hipocampo dorsal, mientras que el sitio de microinyección se 
ubicó en el ventrículo lateral. 
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Inmunofluorescencia. 

Para la inmunofluorescencia, las rebanadas fueron incubadas en una solución 

bloqueadora (0.1% de Triton X-100 y 10% de suero de burro en PBS 0.1 M) e 

incubadas durante la noche con el anticuerpo primario de conejo anti-Iba1 (1:1000; 

Wako Pure Chemical Co., VA, Estados Unidos), como un marcador de células 

microgliales (Ito et al., 1998; Lorea-Hernández et al., 2016), que también está 

presente en macrófagos no parenquimales (Utz & Greter, 2019), o con el anticuerpo 

primario de ratón anti-ChR2 (1:000; American Research Products, Inc., MA, Estados 

Unidos). Después de varios lavados, las rebanadas fueron incubadas con el 

anticuerpo secundario correspondiente (anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 

conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor 568, anticuerpo secundario de cabra anti-

ratón conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor 568; Thermo Fisher Scientific, IL, 

Estados Unidos) y posteriormente con DAPI (Thermo Fisher Scientific), como 

marcador nuclear (Kapuscinski, 1995). Posteriormente, las rebanadas fueron 

montadas en portaobjetos y cubiertas con cubreobjetos utilizando un medio de 

montaje (DPX, Sigma-Aldrich Inc.), para después dejarlas secar por una noche a 

temperatura ambiente. Las imágenes fueron capturadas usando un microscopio de 

fluorescencia (Axio Observer A1, Carl Zeiss Inc.), con un objetivo de 40x. Para la 

corroboración de la colocalización de las proteínas de fusión hM3Dq-mCitrina y 

hM4Di-mCitrina con la fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1, las muestras 

histológicas fueron visualizadas utilizando un microscopio confocal (LSM 780, Carl 

Zeiss Inc.). Para ello, se adquirió un bloque de 10-12 imágenes con diferentes 

planos focales, separados por 0.5 µm de distancia, tomando como referencia el 

soma de una célula positiva a Iba1. Debido a que la actividad de las células inmunes 

está regulada por el ciclo circadiano (Keller et al., 2009; Cuesta et al., 2016; Pourcet 

& Duez, 2020), todas las muestras que se procesaron para inmunofluorescencia se 

obtuvieron en un horario fijo de 9:00 h a 14:00 h. 

Genotipificación de animales transgénicos. 

A los 21 días de nacidos, los ratones transgénicos fueron destetados y separados 

por sexo. Se obtuvo una muestra de tejido (~1 cm de largo de la cola) de cada 
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animal, utilizando una tijera quirúrgica. Cada muestra fue colocada en un microtubo 

de 1.5 ml y se almacenaron a una temperatura de 4 °C. Para la genotipificación de 

los animales transgénicos se utilizó la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

por sus siglas en inglés) punto final, de acuerdo con las especificaciones del 

proveedor (figura 5; The Jackson Laboratory). Primero, cada muestra se incubó por 

15 minutos en 500 µl de NaOH (0.05 M), a una temperatura de 95 °C. Después, se 

agregaron 50 µl de solución STOP (TRIS 1 M, EDTA 10mM, pH 8) a cada muestra, 

para detener la digestión enzimática. Cada muestra fue luego centrifugada a 10000 

rpm durante 1 minuto y se extrajo el sobrenadante. Se utilizaron diferentes 

secuencias de oligonucleótidos, de acuerdo con el transgén a identificar y las 

recomendaciones del proveedor (The Jackson Laboratory). Para amplificar la región 

del transgén Cx3cr1<tm1.1(cre)Jung>, se utilizaron las siguientes secuencias de 

oligonucleótidos: la secuencia común, 5’-CGA GGG AAA TCT GAT GCAAG-3’; la 

secuencia mutante, 5’-GAC ATT TGC CTT GCT GGA C-3’; y la secuencia silvestre, 

5’-CCT CAG TGT GAC GGA GAC AG-3’. Para amplificar la región del transgén 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP), se utilizaron las siguientes secuencias de 

oligonucleótidos: las secuencias silvestres, 5’-AAG GCA GCT GCA GTG GAG TA-

3’ y 3’-CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC-5’; y las secuencias mutantes, 5’-ACA 

TGG TCC TC TGG AGT TC-3’ y 3’-GCC ATT AAA GCA GCG TAT CC-5’. Para 

amplificar la región del transgén Gt(ROSA)26Sor<tm2(CAG-CHRM3*,-

mCitrine)Ute>, se utilizaron las siguientes secuencias de oligonucleótidos: las 

secuencias silvestres 5’-AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA-3’ y 3’-CCG AAA ATC 

TGT GGG AAG TC-5’; y las secuencias mutantes, 5’-CGC CAC CAT GTA CCC ATA 

C-3’ y 3’-GTG GTA CCG TCT GGA GAG GA-5’. Para amplificar la región del 

transgén Gt(ROSA)26Sor<tm1(CAG-CHRM4*,-mCitrine)Ute>, se utilizaron las 

siguientes secuencias de oligonucleótidos: las secuencias silvestres 5’-AAG GGA 

GCT GCA GTG GAG TA-3’ y 3’-CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC-5’; y las 

secuencias mutantes, 5’-TCA TAG CGA TTG TGG GAT GA-3’ y 3’-CGA AGT TAT 

TAG GTC CCT CGA C-5’. Por cada muestra, se mezcló el sobrenadante del tejido 

digerido enzimáticamente, las secuencias de oligonucleótidos correspondientes (10 

nM), buffer amortiguador con glicerol (5x, Promega Corp., WI, Estados Unidos), 
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MgCl2 (25 nM; Promega Corp.), Taq polimerasa (5 u/µl; Promega Corp.), dNTPs (10 

mM; Promega Corp.) y agua libre de nucleasas (Promega Corp.), con un volumen 

final de 20 µl. Las muestras fueron amplificadas con un termociclador (C1000 Touch, 

BioRad Laboratory, CA, Estados Unidos), de acuerdo con las especificaciones del 

proveedor (The Jackson Laboratory). Se programó un paso de desnaturalización a 

94 °C durante 2 minutos, 48 ciclos de 45 segundos de desnaturalización a 

temperaturas decrecientes desde 94 °C hasta 68 °C (decrementos de 0.5 °C / ciclo), 

1 minuto a 55 °C de apareamiento, 2 minutos de elongación a 72 °C y, por último, 

un paso a 12 °C a tiempo infinito. Los productos de la PCR fueron corridos, junto 

con el marcador de peso molecular, mediante electroforesis en un gel de agarosa 

(1.5 %; Promega Corp.) con un marcador fluorescente (GelRed 10000x; Biotium 

Inc., CA, Estados Unidos) y visualizados utilizando un transiluminador de luz UV 

(Gel Doc EZ Imager, BioRad Laboratory). Finalmente, se corroboró la presencia de 

cada transgén con la visualización de los productos de la PCR en su respectivo 

peso molecular (figura 3). Para las muestras obtenidas de animales de las cepas 

Cx3cr1/ChR2, Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM3Dq se realizaron genotipificaciones 

dobles del transgén Cx3cr1<tm1.1(cre)Jung> (figura 5A) y de los transgenes 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) (figura 5B), Gt(ROSA)26Sor<tm2(CAG-

CHRM3*,-mCitrine)Ute> (figura 5C) y Gt(ROSA)26Sor<tm1(CAG-CHRM4*,-

mCitrine)Ute> (figura 5D), respectivamente, en geles distintos. 

 

 

Figura 5. Genotipificación de animales transgénicos. Geles de agarosa con una 
escalera molecular de 100 pares de bases (pb, carril izquierdo) y los productos 
amplificados de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas 
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en inglés; carril derecho), correspondientes a muestras obtenidas de animales 
transgénicos que expresan los transgenes Cx3cr1<tm1.1(cre)Jung> (A), 
Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) (B), Gt(ROSA)26Sor<tm2(CAG-
CHRM3*,-mCitrine)Ute> (C) y Gt(ROSA)26Sor<tm1(CAG-CHRM4*,-
mCitrine)Ute> (D), respectivamente, en geles distintos. En A, se muestran los 
productos amplificados de la PCR que demuestran la heterocigosidad con 
respecto al gen Cx3cr1 (280 pb) y la secuencia transgénica 
Cx3cr1<tm1.1(cre)Jung> (~302 pb). En B, se muestran los productos 
amplificados de la PCR que muestran la heterocigosidad con respecto al gen 
Rosa26 (297 pb) y la secuencia transgénica Gt(ROSA)26Sor(CAG-
H134R/EYFP) (212 pb). En C, se muestra el producto amplificado de la PCR 
que muestra la presencia de la secuencia transgénica 
Gt(ROSA)26Sor<tm2(CAG-CHRM3*,-mCitrine)Ute> (90 pb). En D, se 
muestran los productos amplificados de la PCR que muestran la 
heterocigosidad con respecto al gen Rosa26 (297 pb) y la secuencia 
transgénica Gt(ROSA)26Sor<tm1(CAG-CHRM4*,-mCitrine)Ute> (200 pb).  

Cuantificación de la expresión proteica de IL1β hipocampal. 

Se cuantificó la expresión proteica de IL1β del hipocampo de ratones anestesiados 

de la cepa Cx3cr1/hM3Dq y de la cepa control Cx3cr1/Cre, previamente 

administrados con CNO (10 µg) de forma intracerebroventricular. Para ello, los 

animales fueron perfundidos transcardiacamente con PBS (20 ml, 0.1 M, pH 7.4, 

4°C). Después, se extrajo el cerebro de los animales y se disecó el hipocampo 

(Mondragón-Rodríguez et al., 2018). El tejido hipocampal fue colocado en hielo 

seco, pesado y almacenado a -30 °C. Posteriormente, se llevó a cabo la extracción 

de proteínas a través de la homogeneización del tejido hipocampal en 100 µl de 

buffer de lisis (deoxicalato de Na+ al 1 %, Triton x-100 al 1 %, SDS-PAGE al 0.1 %, 

0.15 M de NaCl, 0.01 M de fosfato de Na+, 2 mM de EGTA, 0.2 mM de ortovanadato 

de Na) adicionado con un inhibidor de proteasas (aprotinina; 100 U/ml; Bio-Rad 

Laboratories, CA, Estados Unidos). Los homogenados de hipocampo fueron 

centrifugados a 11000 rpm por 5 minutos a 4°C, de donde se extrajo el 

sobrenadante. La cuantificación de la expresión proteica de IL1β se llevó a cabo en 

duplicados de las muestras utilizando un kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) tipo sándwich (IL1β de ratón, Thermo 

Scientific), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los homogenados fueron 

incubados en la placa de ELISA con el anticuerpo anti-IL1β en agitación por 3 horas 

a temperatura ambiente. Después de 3 lavados, las muestras fueron incubadas con 

la solución substrato TMB por ~15 minutos, seguido de la adición de la solución 
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STOP. Finalmente, los niveles de absorbancia en la placa de ELISA fueron leídos 

en un espectrofotómetro (620 nm, Varioskan, Thermo Scientific). Para obtener los 

niveles de IL1β por cada muestra, se corrió una curva de diluciones de IL1β y se 

graficó con su respectivo valor de absorbancia, mostrado un ajuste de r2 = 0.99. 

Posteriormente, los valores de absorbancia fueron ajustados con respecto al peso 

del tejido, de esta forma, representando la expresión proteica de IL1 β como ng /mg 

de tejido. 

Análisis de datos. 

Actividad electrofisiológica. 

La actividad electrofisiológica del hipocampo fue analizada mediante la 

transformada rápida de Fourier (FFT, por sus siglas en inglés), utilizando el 

programa Clampfit (versión 10.6, Molecular Devices; Alcantara-Gonzalez et al., 

2019; Villasana-Salazar et al., 2020; Hernández-Soto et al., 2021; Martínez-García 

et al., 2021). Se tomaron 3 ventanas de 20 segundos, libres de artefactos, en cada 

una de las condiciones experimentales. Se realizó la FFT a cada uno de los trazos 

seleccionados con una ventana Hamming y una resolución espectral de 0.24 Hz. 

Los valores numéricos de cada espectro de potencia fueron promediados en las 

siguientes bandas de frecuencia: banda ancha (1-115 Hz), delta (1-4 Hz), theta (4-

10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-120 Hz). Se excluyeron del análisis los valores 

numéricos de la potencia en la banda de frecuencia relacionada con la corriente 

alterna (55-65 Hz), debido al uso de un filtro notch. Para analizar la actividad 

electrofisiológica basal, se calculó la potencia relativa, en la banda ancha de 1-115 

Hz, para cada una de las bandas de frecuencia analizadas y sus valores fueron 

expresados como % de la potencia (Villasana-Salazar et al., 2020; Hernández-Soto 

et al., 2021; Martínez-García et al., 2021). Para obtener el porcentaje de cambio de 

la actividad electrofisiológica de cada condición experimental con respecto a su 

respectiva actividad basal, los valores promedio de la potencia absoluta fueron 

normalizados, en cada banda de frecuencia, con respecto a la potencia absoluta de 

la actividad basal, establecida como el 100 por ciento (% del basal). De la misma 

forma, para obtener el porcentaje de cambio de la hiperexcitabilidad neuronal 
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después de la manipulación microglial, los valores promedio de la potencia absoluta 

fueron normalizados, en cada banda de frecuencia, con respecto a la potencia 

absoluta de la hiperexcitabilidad neuronal previa a la manipulación microglial, 

establecida como el 100 por ciento (% de 4-AP). 

Actividad multiunitaria hipocampal. 

La actividad multiunitaria hipocampal de los 16 sitios de registro se obtuvo utilizando 

el programa Offline Sorter (versión 4.4.2, Plexon). Para ello, se aplicó un filtro pasa 

altas de 750 Hz (filtro Butterworth de 8 polos) y se detectaron las espigas 

(multiunidades) que superaron 4 veces la desviación estándar de la señal de cada 

electrodo (Nieto-Posadas et al., 2014). Posteriormente, las multiunidades 

detectadas fueron exportadas al programa NeuroExplorer (versión 5.205, Nex 

Technologies, CO, Estados Unidos), en donde se graficó el raster plot de las 

multiunidades registradas y se calculó la frecuencia de disparo de cada multiunidad 

hipocampal en bines de 100 µs. La actividad multiunitaria asociada a la estimulación 

optogenética se verificó visualmente mediante el pulso de sincronía emitido por el 

estimulador S88 (Grass Instruments Co.) y registrado por el Omniplex (Plexon). 

Finalmente, se promedió, por cada ensayo, la tasa de disparo de las multiunidades 

registradas utilizando una ventana de análisis de 10 s y se compararon sus valores 

entre la actividad basal previa a la estimulación optogenética y la actividad evocada 

durante la estimulación optogenética. 

Análisis morfológico de la microglía y cuantificación de núcleos 

celulares. 

El análisis morfológico de la microglía se llevó a cabo de forma manual utilizando 

los protocolos descritos por Young & Morrison (2018) y Heindl y colaboradores 

(2018), con ligeras modificaciones. Las micrografías de la inmunofluorescencia del 

anticuerpo anti-Iba1 fueron importadas a Image J (versión 1.53f51, National 

Institutes of Health, MD, Estados Unidos) en formato TIFF, en donde fueron 

transformadas a imágenes de 8 bits. Primero, se alisó la imagen, se substrajo la 

fluorescencia inespecífica de fondo (radio de bola rodante = 5 pixeles con una 

paraboloide deslizante) y se utilizó un filtro pasa banda (Min = 1 píxel, Max = 200 
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pixeles, tolerancia = 5 %). Posteriormente, se extrajo la media de la florescencia 

total de la imagen y se ajustó el brillo y el contraste hasta observar claramente el 

soma y los procesos microgliales. Después, se ajustó el umbral de binarización de 

la imagen utilizando el valor medio de la fluorescencia de la imagen y se eliminaron 

las marcas de fluorescencia inespecífica que no pertenecieran a los cuerpos 

celulares microgliales utilizando las opciones despeckle y remover outliers (Radio = 

2.0, Umbral = 50). Para aislar a los cuerpos microgliales de la fluorescencia 

inespecífica que no pudo ser removida en el paso anterior, se utilizó un análisis de 

partículas (tamaño de las partículas = desde 100-250 pixeles hasta infinito, 

circularidad = 0.0 – 1.0) excluyendo a los cuerpos microgliales de las orillas que no 

mostraran su morfología completa. Una vez obtenida la imagen binarizada con los 

cuerpos microgliales, se cuantificó el número de microglías por cada micrografía, 

así como el área y el perímetro de los cuerpos microgliales utilizando un análisis de 

partículas con los mismos parámetros que en el paso anterior. Posteriormente, se 

obtuvo el esqueleto de cada célula utilizando la opción skeletonize y se cuantificó el 

número de terminaciones utilizando el análisis skeleton. Finalmente, los datos 

numéricos de la morfología microglial fueron exportados a Excel (versión 365, 

Microsoft, TX, Estados Unidos), en donde se calculó la densidad microglial (células 

/ mm2), el área microglial (mm2), el número de ramificaciones secundarias y el índice 

de circularidad. El índice de circularidad se calculó utilizando la siguiente fórmula 

4π[área celular]/[perímetro celular]2 (Heindl, 2018). Asimismo, se cuantificó la 

densidad de núcleos celulares (núcleos / mm2) marcados con DAPI. Para ello, se 

substrajo la fluorescencia inespecífica de fondo a cada imagen (radio de bola 

rodante = 20 pixeles con una paraboloide deslizante), se extrajo la media de la 

florescencia total de la imagen y se ajustó el brillo y el contraste hasta observar 

claramente los núcleos celulares. Posteriormente, se ajustó el umbral de 

binarización de la imagen utilizando el valor medio de la fluorescencia de la imagen 

y se eliminaron las marcas de fluorescencia inespecífica que no pertenecieran a los 

núcleos celulares utilizando las opciones despeckle y remover outliers (Radio = 2.0, 

Umbral = 50). Finalmente, sobre la imagen binarizada, se utilizó un análisis de 

partículas (tamaño de las partículas = desde 100-250 pixeles hasta infinito, 
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circularidad = 0.0 – 1.0) para cuantificar el número de núcleos celulares por cada 

micrografía.  

Análisis estadístico. 

Los datos se analizaron con estadística paramétrica o no paramétrica de acuerdo 

con su distribución normal o no normal, respectivamente. Para evaluar la normalidad 

de la distribución de los datos se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para el 

análisis de la actividad electrofisiológica, de acuerdo con la naturaleza de la 

distribución de los datos, estos fueron analizados con la prueba paramétrica ANOVA 

de una vía o con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En ambos casos se 

utilizó una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 

frecuencia, utilizando la prueba paso a paso de dos etapas de Benjamini, Krieger y 

Yekutieli (2006). En la sección de resultados se señalará la prueba estadística que 

fue utilizada para realizar las comparaciones entre los grupos experimentales de 

cada experimento. Para comparar los cambios en el peso de los animales y la 

mortalidad durante el protocolo de HIC se utilizó la prueba de Mann-Whitney y la 

prueba exacta de Fisher, respectivamente. También se utilizó la correlación de 

Spearman para correlacionar la potencia relativa de la actividad hipocampal basal 

en la banda de frecuencia gamma con la potencia normalizada de la actividad 

epileptiforme inducida con 4-AP de los experimentos in vitro. La tasa de disparo de 

la actividad multiunitaria hipocampal en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 se 

comparó con la prueba de Wilcoxon. Para el análisis de la densidad y morfología 

microglial, así como de la densidad de núcleos celulares, de acuerdo con la 

naturaleza de la distribución de los datos, se utilizó la prueba t de Student o la 

prueba de Mann-Whitney. En la sección de resultados se señalará la prueba 

estadística que fue utilizada para realizar las comparaciones entre los grupos de 

cada experimento. Para analizar los niveles de IL1β, se utilizó la prueba t de 

Student. Los datos fueron analizados mediante el programa estadístico Prism 

(versión 8, GraphPad Software Inc.) y se graficaron como la media ± el error 

estándar de la media (EEM). Se consideraron significativas las diferencias con 

p≤0.05. 
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RESULTADOS 

La HIC incrementa la actividad hipocampal en la banda de frecuencia 

gamma y la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP in vitro.  

Con la finalidad de investigar los efectos de la HIC sobre la excitabilidad hipocampal 

y la inducción de hiperexcitabilidad, se sometió a un grupo de animales a HIC por 

21 días y posteriormente se evaluó su efecto sobre la actividad electrofisiológica y 

la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en rebanadas de hipocampo.  

Peso de los animales y mortalidad después del protocolo de HIC. 

A pesar de que los animales de ambos grupos comenzaron con el mismo peso 

(Control = 155.6 ± 3.7 g; HIC = 154.2 ± 5.2 g; p>0.1; prueba de Mann-Whitney; tabla 

1), los animales que fueron sometidos al protocolo de HIC por 21 días ganaron 

menos peso corporal al final del protocolo (258.0 ± 3.0 g; 167.3 % del día 1; tabla 

1), comparados con los animales control mantenidos en condiciones de normoxia 

(273.9 ± 4.1 g; 176 % del día 1; p<0.01; prueba de Mann-Whitney; tabla 1). 

Resultados similares han mostrado que la HIC resulta en una disminución de la 

ganancia de peso corporal en los animales (Siqués et al., 2006; Zoccal et al., 2008; 

Jun et al., 2010; Rodriguez-Alvarez et al., 2015; Huanhuan et al., 2021), asociando 

este fenómeno a una disminución en la ingesta de comida (Jun et al., 2010). Por 

otro lado, el 15 % de los animales que fueron sometidos a HIC murieron durante el 

protocolo (2/14 animales; tabla 1), mientras que ninguno de los animales del grupo 

control murió (0/8 animales; p<0.001; prueba exacta de Fisher; tabla 1). En la 

literatura se ha reportado una tasa de mortalidad similar, tanto en animales neonatos 

y adultos expuestos a periodos breves de hipoxia (Jensen et al., 1992; Owens et al., 

1997; Rodriguez-Alvarez et al., 2015), como en animales expuestos a hipoxia 

hipobárica intermitente crónica (Siqués et al., 2006). A pesar de que no se 

estudiaron específicamente las causas de muerte en los animales expuestos a HIC, 

ésta podría estar relacionada con la inducción de hiperexcitabilidad durante los 

periodos de hipoxia (Wais et al., 2009; Rodriguez-Alvares et al., 2015), y/o con 

arritmias ventriculares y muerte cardiaca súbita (Monrad et al., 2018). 
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Tabla 1. Efecto de la hipoxia intermitente crónica (HIC) sobre el peso corporal 

y la mortalidad. Se utilizó la prueba de Mann-Whitney para comparar los 

cambios en el peso corporal y la prueba exacta de Fisher para comparar la 

mortalidad entre los grupos experimentales. Los datos fueron expresados como 

la media ±EEM. 

 Control HIC Valor de p 

Peso corporal inicial 155.6 ± 3.7 g 154.2 ± 5.2 g 0.24 

Peso corporal final 273.9 ± 4.1 g 

(176 % del día 1) 

258.0 ± 3.0 g 

(167.3 % del día 1) 

< 0.01 

Mortalidad 0 % 

(0/8 animales) 

15 % 

(2/14 animales) 

< 0.001 

 

La HIC aumenta la actividad electrofisiológica basal del hipocampo en 

la banda de frecuencia gamma in vitro. 

Después de 21 días de HIC o de normoxia, se extrajeron rebanadas de hipocampo 

y se registró la actividad electrofisiológica de la capa piramidal del área CA1 in vitro 

(figura 4A). El análisis de la potencia absoluta de la actividad electrofisiológica basal, 

en la banda de frecuencia de 1-115 Hz, no mostró diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos (Control = 32.2 ± 10.0 nV2/Hz, n = 14 rebanadas de 5 

animales; HIC = 22.6 ± 8.0 nV2/Hz, n = 18 rebanadas de 8 animales; p>0.1; prueba 

de Kruskal-Wallis; figura 6B), demostrando que la HIC no produce un cambio 

generalizado en la actividad del circuito hipocampal. Sin embargo, el análisis del 

espectro de potencia relativa mostró un incremento significativo de la potencia 

relativa en la banda de frecuencia gamma en el grupo sometido a HIC (16.8 ± 3.6 

% de la potencia; figuras 4C y 4D), en comparación con el grupo control (5.7 ± 0.4 

% de la potencia; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figuras 6C y 6D). No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos en las 

bandas de frecuencia delta (Control = 49.3 ± 5.3 % de la potencia; HIC = 35.1 ± 5.2 

% de la potencia; p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis;  figura 6D), theta (Control = 19.2 

± 2.3 % de la potencia; HIC = 25.6 ± 2.7 % de la potencia; p>0.1; prueba de Kruskal-
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Wallis; figura 6D) y beta (Control = 23.4 ± 3.9 % de la potencia; HIC = 29.4 ± 2.2 % 

de la potencia; p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; figura 6D). 

 

 

Figura 6. Efecto de la hipoxia intermitente crónica (HIC) sobre la actividad 
electrofisiológica basal del hipocampo in vitro. A. Trazos representativos de la 
actividad electrofisiológica basal del hipocampo de animales tratados con HIC 
o con normoxia (Control). B. Potencia absoluta promedio de la actividad 
electrofisiológica basal, en la banda de frecuencia de 1-115 Hz, de animales 
tratados con HIC (n = 18 rebanadas de 8 animales) o con normoxia (n = 14 
rebanadas de 5 animales). C. Espectrogramas de la potencia relativa (% de la 
potencia) de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo de animales 
tratados con HIC o con normoxia. D. Cuantificación de la potencia relativa (% 
de la potencia) de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo en las 
bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma 
(30-115 Hz), de animales control (barras negras) y de animales tratados con 
HIC (barras grises). Nótese que la HIC aumentó significativamente la potencia 
relativa en la banda de frecuencia gamma. * denota una diferencia 
estadísticamente significativa entre los grupos con p<0.05. Los grupos 
experimentales fueron comparados estadísticamente con la prueba de Kruskal-
Wallis y se realizó una corrección por comparaciones múltiples, a través de las 
bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

La HIC exacerba la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-AP in 

vitro. 

La aplicación de 4-AP (100 µM) en la solución de registro indujo hiperexcitabilidad 

en las rebanadas de hipocampo (figura 5A). En rebanadas obtenidas de animales 

control, la aplicación de 4-AP indujo actividad epileptiforme de tipo interictal, 

caracterizada por la presencia de espigas paroxísticas de alta amplitud y recurrencia 

que se mantienen a lo largo del registro (figuras 7A y 7B; Perrault y Avoli, 1991; 

Barbaroise y Avoli, 1997; Panuccio et al., 2010). En contraste, la aplicación de 4-AP 
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en rebanadas de hipocampo obtenidas de animales sometidos a HIC, indujo 

actividad epileptiforme de tipo interictal en el 67 % de las rebanadas registradas (12 

/ 18 rebanadas; figura 7B) , provenientes del 37 % de los animales sometidos a HIC 

(3 / 8 animales; figura 7Bi), así como un patrón de actividad epileptiforme 

exacerbado conocido como actividad epileptiforme de tipo ictal, caracterizado por 

descargas recurrentes de espigas paroxísticas de alta amplitud y frecuencia, 

seguidas por un periodo de depresión postictal (figura 7A; Perrault y Avoli, 1991; 

Barbaroise y Avoli, 1997; Panuccio et al., 2010). La actividad epileptiforme de tipo 

ictal inducida por la aplicación de 4-AP sólo se observó en rebanadas provenientes 

de animales sometidos a HIC (p<0.05; prueba exacta de Fisher; figura 7B), 

observándose en el 33 % de las rebanadas registradas (6 / 18 rebanadas; figura 

7B), provenientes del 63 % de los animales sometidos a HIC (5 / 8 animales; figura 

7Bi). El análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP, incluyendo 

ambos tipos de actividad epileptiforme, mostró un incremento significativo de la 

potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (figuras 7C y 7D), incluyendo 

la banda ancha (Control = 2175.0 ± 605.2 % del basal, HIC = 99459.0 ± 64468.0; 

p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figura 7C) y las bandas delta (Control = 5717.0 ± 

2062.0 % del basal, HIC = 167666.0 ± 113159.0 % del basal; p<0.05; prueba de 

Kruskal-Wallis; figura 7C), theta (Control = 5761.0 ± 2835.0 % del basal, HIC = 

236687.0 ± 133345.0 % del basal; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figura 7C), 

beta (Control = 2364.0 ± 1024.0 % del basal, HIC = 82990.0 ± 37545.0 % del basal; 

p<0.01; prueba de Kruskal-Wallis; figura 7C) y gamma (Control = 285.6 ± 70.1 % 

del basal, HIC = 1661.0 ± 672.0 % del basal; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; 

figura 7C). Finalmente, con el objetivo de investigar la posible relación entre la 

actividad electrofisiológica basal y la hiperexcitabilidad inducida con 4AP, 

realizamos una correlación entre la potencia relativa de la actividad basal en la 

banda de frecuencia gamma (% de la potencia) y la potencia normalizada de la 

actividad epileptiforme en la banda ancha (% del basal; figura 7E). El análisis mostró 

una correlación positiva entre la potencia relativa de la actividad basal en la banda 

de frecuencia gamma y la magnitud de la potencia de la actividad epileptiforme de 

los grupos control e HIC (r = 0.42; p<0.01; correlación de Spearman; figura 7E).  
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Figura 7. Efecto de la HIC sobre la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 
4-aminopiridina (4-AP) in vitro. A. Trazos representativos de larga duración de 
la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-AP (100 µM) en rebanadas de 
animales control o sometidos a HIC. Las flechas indican el inicio de la aplicación 
de 4-AP (100 µM) o de lidocaína (1 mM). Debajo, se observan trazos 
expandidos de la actividad epileptiforme delimitada por la línea roja punteada. 
Nótese que las rebanadas obtenidas de animales sometidos a HIC exhiben 
actividad epileptiforme de tipo ictal, en contraste con las rebanadas obtenidas 
de animales control que solamente muestran actividad epileptiforme de tipo 
interictal. B. Cuantificación de la proporción de rebanadas registradas que 
mostraron actividad epileptiforme de tipo ictal e interictal inducida con 4-AP 
(100 µM) en los grupos control (n = 14 rebanadas de 5 animales) e HIC (n = 18 
rebanadas de 8 animales). Nótese que sólo las rebanadas obtenidas de 
animales sometidos a HIC mostraron actividad epileptiforme de tipo ictal. Bi. 
Proporción de animales sometidos a HIC cuyas rebanadas presentaron 
actividad epileptiforme de tipo ictal e interictal. C. Espectrogramas de la 
potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP 
(100 µM) en los grupos control e HIC. La línea roja punteada representa la 
potencia de la actividad basal (100 % del basal) para ambos grupos.  D. 
Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad 
inducida con 4-AP en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia 
delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea 
roja punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % del basal) 
para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. Nótese que la 
hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (100 µM) en las rebanadas de hipocampo 
obtenidas de animales sometidos a HIC es significativamente mayor en todas 
las bandas de frecuencia analizadas, en comparación con el grupo control. E. 
Correlación de la potencia relativa de la actividad basal en la banda de 
frecuencia gamma (% de la potencia) y de la potencia normalizada de la 
actividad epileptiforme en la banda ancha (% del basal) de los grupos control e 
HIC. Se ajustó una función no lineal log-log a los datos (línea roja). Nótese que 
la potencia relativa de la actividad basal en la banda de frecuencia gamma 
muestra una ligera correlación positiva con la magnitud de la potencia de la 
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actividad epileptiforme. * y ** denotan una diferencia estadísticamente 
significativa entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, respectivamente. La 
comparación estadística de la proporción de rebanadas que mostraron 
actividad ictal e interictal entre los grupos experimentales fue hecha con la 
prueba exacta de Fisher. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 

 

Los efectos de la HIC sobre la actividad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida con 4-AP son revertidos después de un 

periodo de reoxigenación (ReOx).  

Con la finalidad de investigar la posible reversibilidad de los efectos inducidos por 

la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad, un 

grupo independiente de animales fue sometido a HIC durante 21 días y 

posteriormente fue sometido a un periodo de ReOx de 30 días, en donde los 

animales respiraron aire normóxico. Finalizando este periodo, se evaluó la actividad 

electrofisiológica hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en 

rebanadas de hipocampo. 

Las alteraciones inducidas por la HIC sobre la actividad electrofisiológica 

hipocampal in vitro son revertidas después de un periodo de ReOx. 

Con el objetivo de investigar la persistencia de las alteraciones inducidas por la HIC 

sobre la actividad electrofisiológica basal del hipocampo in vitro, se registró la 

actividad electrofisiológica hipocampal de rebanadas de hipocampo obtenidas de 

animales sometidos a HIC y a un periodo de ReOx (figura 8A). El análisis de la 

potencia absoluta de la actividad electrofisiológica basal, en la banda de frecuencia 

de 1-115 Hz, no mostró diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 

(Control+ReOx = 49.9 ± 19.4 nV2/Hz, n = 11 rebanadas de 3 animales; HIC+ReOx 

= 31.2 ± 7.7 nV2/Hz, n = 13 rebanadas de 4 animales; p>0.1; prueba de Kruskall-

Wallis; figura 8B). De forma similar, el análisis de la potencia relativa de la actividad 

electrofisiológica basal no mostró diferencias estadísticamente significativas en 

ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Delta: Control+ReOx = 52.7 ± 5.3 
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% de la potencia, HIC+ReOx = 59.2 ± 6.5 % de la potencia, p>0.1; Theta: 

Control+ReOx = 22.0 ± 3.3 % de la potencia, HIC+ReOx = 15.0 ± 2.1 % de la 

potencia, p>0.1; Beta: Control+ReOx = 19.2 ± 19.9 % de la potencia, HIC+ReOx = 

19.9 ± 3.7 % de la potencia, p>0.1; prueba de Kruskall-Wallis; figuras 8C y 8D), 

incluyendo la banda de frecuencia gamma (Control+ReOx = 5.9 ± 1.4 % de la 

potencia, HIC+ReOx = 5.7 ± 1.0 % de la potencia; p>0.1; prueba de Kruskall-Wallis;  

figuras 8C y 8D). 

 

 

Figura 8. Los efectos de la HIC sobre la actividad electrofisiológica basal del 
hipocampo son revertidos tras un periodo de reoxigenación (ReOx). A. Trazos 
representativos de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo de 
animales tratados con HIC o con normoxia (Control), seguido de un periodo de 
ReOx de 30 días. B. Potencia absoluta promedio de la actividad 
electrofisiológica basal, en la banda de frecuencia de 1-115 Hz, de animales de 
los grupos control+ReOx (barras negras; n = 11 rebanadas de 3 animales) e 
HIC+ReOx (barras grises; n = 13 rebanadas de 4 animales). C. 
Espectrogramas de la potencia relativa (% de la potencia) de la actividad 
electrofisiológica basal del hipocampo de animales de los grupos control 
+ReOx e HIC+ReOx. D. Cuantificación de la potencia relativa (% de la potencia) 
de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo en las bandas de 
frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 
Hz), de animales control+ReOx (barras negras) e HIC+ReOx (barras grises). 
Nótese que la ReOx revirtió los efectos de la HIC sobre la potencia relativa de 
la actividad electrofisiológica basal en la banda de frecuencia gamma. Los 
grupos experimentales fueron comparados estadísticamente con la prueba de 
Kruskal-Wallis y se realizó una corrección por comparaciones múltiples, a 
través de las bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y 
Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± EEM. 
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Las alteraciones inducidas por la HIC sobre la hiperexcitabilidad 

hipocampal inducida con 4-AP in vitro son revertidas después de un periodo 

de ReOx. 

Con el objetivo de investigar la persistencia de las alteraciones inducidas por la HIC 

sobre la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-AP in vitro, se aplicó 4-AP 

(100 µM) en rebanadas de hipocampo obtenidas de animales sometidos a HIC y a 

un periodo de ReOx (figura 9A). La aplicación de 4-AP en la solución de registro 

indujo actividad epileptiforme de tipo interictal (figura 9A), en las rebanadas de 

hipocampo obtenidas de los grupos Control+ReOx (11/11 rebanadas; figura 9B) e 

HIC+ReOx (13/13 rebanadas; p>0.1; prueba exacta de Fisher; figura 9B). Es decir, 

en ninguna rebanada de hipocampo registrada se observó actividad epileptiforme 

de tipo ictal (figura 9B). El análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad inducida 

con 4-AP no mostró diferencias estadísticamente significativas entre los grupos en 

ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (figuras 9C y 9D), incluyendo la 

banda ancha (Control+ReOx =  15014.0 ± 7633.0 % del basal, HIC+ReOx = 23114.0 

± 10593.0; p>0.1; prueba de Krusla-Wallis; figuras 9C y 9D) y las bandas delta 

(Control+ReOx = 40924.0 ± 24463.0 % del basal, HIC+ReOx = 42406.0 ± 19303.0 

% del basal; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figuras 9C y 9D), theta 

(Control+ReOx = 398998.0 ± 390049.0 % del basal, HIC+ReOx = 109850.0 ± 

56488.0 % del basal; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figuras 9C y 9D), beta 

(Control+ReOx = 504280.0 ± 474256.0 % del basal, HIC+ReOx = 63032.0 ± 30376.0 

% del basal; p<0.01; prueba de Kruskal-Wallis; figuras 9C y 9D) y gamma 

(Control+ReOx = 36863.0 ± 26873 % del basal, HIC+ReOx = 8021.0 ± 4721.0 % del 

basal; p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; figuras 9C y 9D). Finalmente, con el 

objetivo de investigar la persistencia de la relación entre la actividad 

electrofisiológica basal y la hiperexcitabilidad hipocampal en los animales sometidos 

a normoxia (control) o a HIC y a un periodo de ReOx, realizamos una correlación 

entre la potencia relativa de la actividad basal en la banda de frecuencia gamma (% 

de la potencia) y la potencia normalizada de la actividad epileptiforme en la banda 

ancha (% del basal; figura 9E). El análisis no mostró una correlación significativa 

entre la potencia relativa de la actividad basal en la banda de frecuencia gamma y 
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la magnitud de la potencia de la actividad epileptiforme de los grupos control+ReOx 

e HIC+ReOx (r = -0.02; p>0.1; correlación de Spearman; figura 9E).  

 

 

Figura 9. Los efectos de la HIC sobre la hiperexcitabilidad hipocampal inducida 
con 4-AP son revertidos tras un periodo de ReOx. A. Trazos representativos de 
larga duración de la actividad epileptiforme hipocampal inducida con 4-AP (100 
µM) en rebanadas de animales control o sometidos a HIC, después de un 
periodo de ReOx de 30 días. Las flechas indican el inicio de la aplicación de 4-
AP (100 µM) o de lidocaína (1 mM). Debajo, se observan trazos expandidos de 
la actividad epileptiforme delimitada por la línea roja punteada. B. 
Cuantificación de la proporción de rebanadas registradas que mostraron 
actividad epileptiforme de tipo ictal e interictal inducida con 4-AP (100 µM) en 
los grupos control+ReOx (n = 11 rebanadas de 3 animales) e HIC+ReOx (n = 
13 rebanadas de 4 animales). C. Espectrogramas de la potencia normalizada 
(% del basal) de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (100 µM) de los grupos 
control+ReOx e HIC+ReOx. La línea roja punteada representa la potencia de 
la actividad basal (100 % del basal) para ambos grupos.  D. Cuantificación de 
la potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad inducida con 4-
AP (100 µM) en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta 
(1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja 
punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % del basal) para 
cada una de las bandas de frecuencia analizadas. E. Correlación de la potencia 
relativa de la actividad basal en la banda de frecuencia gamma (% de la 
potencia) y de la potencia normalizada de la actividad epileptiforme en la banda 
ancha (% del basal) de los grupos control+ReOx e HIC+ReOx. Se ajustó una 
función no lineal log-log a los datos (línea roja). Nótese que la ReOx revirtió los 
efectos de la HIC sobre la actividad epileptiforme hipocampal, así como la 
relación de esta actividad con la actividad electrofisiológica basal en la banda 
de frecuencia gamma. La comparación estadística de la proporción de 
rebanadas que mostraron actividad ictal e interictal entre los grupos 
experimentales fue hecha con la prueba exacta de Fisher. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis 
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y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

En conjunto, estos resultados indican que la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida de forma experimental son moduladas por la HIC. Como 

se mencionó anteriormente, la activación proinflamatoria de la microglía es una de 

las principales consecuencias de la inducción experimental de HIC (Smith et al., 

2013; Sapin et al., 2015; Liu et al., 2017; Shi et al., 2018; Dong et al., 2018; Oyarce 

& Iturriaga, 2018; Gong et al., 2020; Wu et al., 2021). Por otro lado, diversas 

investigaciones sugieren que la activación proinflamatoria de la microglía es un 

factor importante para el desarrollo de hiperexcitabilidad neuronal (De Simoni et al., 

2000; Avignone et al., 215; Amhaoul et al., 2015; Käufer et al., 2108; Brackhan et 

al., 2018). Por lo tanto, los efectos proepileptiformes de la HIC que observamos 

podrían ser el resultado de la activación proinflamatoria de la microglía. Por lo 

anterior, decidimos estudiar el efecto de la manipulación no selectiva y selectiva de 

la microglía sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de 

forma experimental. 
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Manipulación farmacológica de la microglía.  

Con la finalidad de estudiar el efecto de la manipulación no selectiva de la microglía 

sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma 

experimental, se administró de forma intracerebroventricular LPS, que es la 

herramienta farmacológica más utilizada para manipular a la microglía hacia un 

fenotipo proinflamatorio (Palsson-McDermott & O’Neill, 2004; Peña-Ortega, 2016; 

Pardo-Peña et al., 2018b; Batista et al., 2019; Bowyer et al., 2020) y se observaron 

sus efectos sobre la actividad electrofisiológica hipocampal y la inducción de 

hiperexcitabilidad con 4-AP en animales anestesiados. 

 La administración intracerebroventricular de LPS no afecta la actividad 

electrofisiológica del hipocampo en animales anestesiados. 

Animales anestesiados con uretano fueron inyectados de forma 

intracerebroventricular con LPS (200 µg) o con su vehículo (PBS), después de un 

periodo de 15-20 minutos de registro basal y, posteriormente, se observaron sus 

efectos sobre la actividad electrofisiológica del hipocampo durante 30-40 minutos 

(figura 10A). A pesar de que se utilizó una dosis alta de LPS (200 µg), comparado 

con las dosis utilizadas en la literatura en el rango de los nanogramos (Batista et al., 

2019), la actividad electrofisiológica hipocampal no se afectó por la administración 

de LPS en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 202.9 

± 44.7 % del basal, p>0.1; Delta = 255.0 ± 59.7 % del basal, p>0.1; Theta = 224.7 ± 

43.3 % del basal, p>0.1; Beta = 128.8 ± 30.0 % del basal, p>0.1; Gamma=125.3 ± 

35.92 % del basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n = 12; figuras 10B y 10C), con 

respecto a su propia actividad basal y al grupo control inyectado con vehículo 

(Banda ancha = 156.3 ± 30.9 % del basal; Delta = 188.8 ± 62.9 % del basal; Theta 

= 162.5 ± 40.0 % del basal; Beta = 157.69 ± 65.6 % del basal; Gamma = 158.5 ± 

64.6; n = 6, figuras 10B y 10C). 
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Figura 10. Efecto de la administración intracerebroventricular de 
lipopolisacárido (LPS) o de su vehículo (PBS) sobre la actividad 
electrofisiológica del hipocampo de animales anestesiados. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica hipocampal 
basal y posterior a la administración de LPS (200 µg) o de su vehículo. Las 
flechas indican el inicio de la aplicación de LPS (200 µg) o de su vehículo. 
Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad electrofisiológica del 
hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en condiciones basales (trazo 
de la izquierda) y 30 minutos después de la administración de LPS (200 µg) o 
de su vehículo (trazo de la derecha) B. Espectrogramas de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica hipocampal después 
de la administración de LPS (200 µg; n = 12) o de su vehículo (n = 6). La línea 
roja punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del 
basal). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad electrofisiológica del hipocampo en la banda ancha (1-115 Hz) y en 
las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y 
gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la 
actividad basal (100 % del basal) para cada una de las bandas de frecuencia 
analizadas. Nótese que la administración de LPS (200 µg) o de su vehículo, no 
alteran la magnitud de la actividad electrofisiológica del hipocampo. La potencia 
en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-
Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas 
de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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 La administración intracerebroventricular de LPS no afecta la inducción 

de hiperexcitabilidad con 4-AP en animales anestesiados. 

Para examinar el efecto de la manipulación no selectiva de la microglía sobre la 

inducción experimental de hiperexcitabilidad, en un grupo separado de animales, se 

administró intracerebroventricularmente LPS (200 µg) o su vehículo seguido de la 

administración intraperitoneal del fármaco convulsivante 4-AP (20 mg/kg) y se 

observaron sus efectos durante 30-40 minutos (figura 11A). En animales control 

inyectados de forma intracerebroventricular con vehículo, la administración de 4-AP 

produjo actividad epileptiforme en el hipocampo, caracterizada por un aumento 

sustancial de la amplitud de la actividad electrofisiológica de fondo y por la presencia 

de espigas epileptiformes (figura 11A), lo que se reflejó en un aumento de la 

potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 2963.3 ± 

1547.0 % del basal; Delta = 6098.7 ± 4520.3 % del basal; Theta = 2716.5 ± 1087.0 

% del basal; Beta = 3210.7 ± 1629.4 % del basal; Gamma = 1243.3 ± 293.6 % del 

basal; n = 6; figuras 11B y 11C). De forma similar, en los animales previamente 

inyectados de forma intracerebroventricular con LPS (200 µg) se observó la 

aparición de actividad epileptiforme (figura 11A), lo que se reflejó en un aumento de 

la potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1805.4 ± 

545.5 % del basal, p>0.1; Delta = 2032.3 ± 641.7 % del basal, p>0.1; Theta = 1957.3 

± 667.5 % del basal, p>0.1; Beta = 2311.8 ± 784.3 % del basal, p>0.1; Gamma = 

2911.9 ± 1231.7 % del basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 11B y 

11C), sin embargo, este aumento no fue estadísticamente diferente del mostrado 

por el grupo control inyectado con vehículo.  
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Figura 11. Efecto de la administración intracerebroventricular de LPS o de su 
vehículo (PBS) sobre la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en animales 
anestesiados. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la administración de LPS (200 
µg) o de su vehículo, seguido de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el 
inicio de la aplicación de LPS (200 µg) o de su vehículo y de 4-AP (20 mg/kg, 
i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad electrofisiológica 
del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en condiciones basales 
(trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la administración de 4-AP (trazo 
de la derecha) B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de 
la actividad epileptiforme de animales administrados con LPS (200 µg; n = 6) o 
con vehículo (n = 6). La línea roja punteada representa la actividad basal para 
ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la potencia normalizada 
(% del basal) de la actividad epileptiforme en la banda ancha (1-115 Hz) y en 
las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y 
gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la 
actividad basal (100 % del basal) para cada una de las bandas de frecuencia 
analizadas. Nótese que la administración de LPS (200 µg) o de su vehículo, no 
alteran la inducción de hiperexcitabilidad hipocampal con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). 
La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba 
de Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de 
las bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

La administración intracerebroventricular de LPS no altera la 

hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP en animales anestesiados. 

Con el objetivo de investigar el efecto de la manipulación no selectiva de la microglía 

sobre el la hiperexcitabilidad ya inducida, en un grupo separado de animales, se 
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administró LPS (200 µg) o su vehículo de forma intracerebroventricular durante la 

actividad epileptiforme inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). La actividad epileptiforme 

de los animales inyectados de forma intracerebroventricular con vehículo no cambió 

significativamente con respecto a la actividad epileptiforme previa a la inyección 

(Banda ancha = 123.5 ± 9.8 % de 4AP; Delta = 162.2 ± 13.9 % de 4AP; Theta = 

136.6 ± 33.4 % de 4AP; Beta = 154.9 ± 20.4 % de 4AP; Gamma = 157.0 ± 26.0 % 

de 4AP; n = 6; figuras 12A, 12B y 12C). De forma similar, la actividad epileptiforme 

de los animales inyectados de forma intracerebroventricular con LPS (200 µg) no se 

alteró significativamente (Banda ancha = 140.9 ± 16.7 % de 4AP, p>0.1; Delta = 

144.4 ± 34.0 % de 4AP, p>0.1; Theta = 200.8 ± 39.9 % de 4AP, p>0.1; Beta = 143.2 

± 16.7 % de 4AP, p>0.1; Gamma = 129.8 ± 20.9 % de 4AP, p>0.1; prueba de 

Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 12A, 12B y 12C), con respecto a la actividad 

epileptiforme previa a la inyección y a los animales inyectados con vehículo.  

 

Figura 12. Efecto de la administración intracerebroventricular de LPS o de su 
vehículo (PBS) sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica hipocampal 
basal y posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), seguido de la 
administración de LPS (200 µg) o de su vehículo. Las flechas indican el inicio 
de la aplicación de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y de LPS (200 µg) o de su vehículo. 
Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad epileptiforme 
hipocampal delimitada por la línea roja punteada, en condiciones previas a la 
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administración de LPS (200 µg) o de su vehículo (trazo de la izquierda) y 30 
minutos después de la administración de LPS (200 µg) o de su vehículo (trazo 
de la derecha) B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% de 4-AP) de 
la actividad epileptiforme después de la administración de LPS (n = 6) o de su 
vehículo (n = 6). La línea roja punteada representa la actividad epileptiforme 
previa a la administración de LPS o de su vehículo (100 % de 4-AP). C. 
Cuantificación de la potencia normalizada (% de 4-AP) de la actividad 
epileptiforme después de la administración de LPS (200 µg) o de su vehículo 
en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), 
theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada 
representa la potencia de la actividad epileptiforme previa a la administración 
de LPS (200 µg) o de su vehículo (100 % de 4-AP) para cada una de las bandas 
de frecuencia analizadas. Nótese que la administración de LPS o de su 
vehículo, no altera la hiperexcitabilidad hipocampal ya inducida con 4-AP. La 
potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de 
Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las 
bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

Inesperadamente, la administración de una dosis alta de LPS (200 µg) no mostró 

efectos sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP 

(20 mg/kg, i.p.). Con base en lo anterior, decidimos utilizar estrategias 

experimentales de manipulación celular específica, como la optogenética y la 

quimiogenética, con el objetivo de examinar los efectos de la manipulación selectiva 

de la microglía sobre la excitabilidad hipocampal, así como en la inducción 

experimental de hiperexcitabilidad. 
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Manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la manipulación selectiva de la microglía 

sobre la excitabilidad hipocampal y la actividad epileptiforme, se llevaron a cabo 

experimentos utilizando animales de la cepa Cx3c1/ChR2, que debieran expresar 

de forma constitutiva la proteína ChR2 en la microglía y que, al ser estimulada con 

luz azul, permitiría la activación proinflamatoria de estas células (Pardo-Peña et al., 

2018b; Laprell et al., 2021; Yi et al., 2021b). 

La manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3c1/ChR2 

incrementa la actividad electrofisiológica hipocampal. 

A través de una fibra óptica colocada sobre el área CA1 del hipocampo (figura 2A), 

en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2, se aplicó un 

pulso de luz azul continua durante 20 minutos y se observaron sus efectos sobre la 

actividad electrofisiológica del hipocampo contralateral al sitio de estimulación, 

durante 20-30 minutos (figura 13A). La expresión de la proteína ChR2 no modificó 

la actividad electrofisiológica basal del hipocampo (Anexo 3 y figura 13A), sugiriendo 

que la capacidad del hipocampo para generar actividad oscilatoria se encuentra 

íntegra en los animales de la cepa Cxcr1/ChR2, con respecto a los animales de la 

cepa control Cx3cr1/Cre. Durante la estimulación con luz azul, se observó un 

incremento de la actividad electrofisiológica hipocampal y la aparición de actividad 

epileptiforme en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, caracterizada por espigas 

paroxísticas de alto voltaje y recurrencia, que persistió durante 20-30 minutos 

después de la estimulación con luz azul (figura 13A). En un grupo separado de 

animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, este efecto mostró ser dependiente de la 

duración del estímulo optogenético, observándose que 1 minuto de estimulación 

optogenética no es capaz de inducir alteraciones sobre la actividad electrofisiológica 

hipocampal, mientras que a partir de 5 minutos de estimulación optogenética se 

puede observar un incremento de la actividad electrofisiológica hipocampal y la 

aparición de actividad epileptiforme (Anexo 1). En animales de la cepa control 

Cx3cr1/Cre, el análisis de la potencia de la actividad electrográfica posterior a la 

estimulación con luz azul durante 20 minutos no mostró cambios en ninguna de las 
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bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 112.6 ± 15.6 % del basal; Delta = 

127.6 ± 32.1 % del basal; Theta = 120.7 ± 11.1 % del basal; Beta = 124.7 ± 20.6 % 

del basal; Gamma = 142.9 ± 29.1 % del basal; n = 7; figuras 13B y 13C). Sin 

embargo, en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 estimulados con luz azul durante 20 

minutos, se observó un aumento estadísticamente significativo de la potencia en 

todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1849.0 ± 634.5 % del 

basal, p<0.001; Delta = 3226.0 ± 1040.0 % del basal, p<0.001; Theta = 875.6 ± 

205.2 % del basal, p<0.001; Beta = 930.5 ± 353.9 % del basal, p<0.01; Gamma = 

530.3 ± 188.5 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 7; figuras 13B y 

13C), comparados con la cepa control Cx3cr1/Cre. 

 

 

Figura 13. Efecto de la manipulación optogenética sobre la actividad 
electrofisiológica del hipocampo de animales anestesiados de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2. A. Trazos representativos de larga duración de la 
actividad electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la estimulación con 
luz azul durante 20 minutos, en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/ChR2. Las flechas indican el inicio de la aplicación de la estimulación 
con luz azul. Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
estimulación con luz azul (trazo de la derecha). B. Espectrogramas de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica del 
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hipocampo después de la estimulación con luz azul en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre (n = 7) y Cx3cr1/ChR2 (n = 7). La línea roja punteada representa la 
actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica hipocampal 
después de la estimulación con luz azul en la banda ancha (1-115 Hz) y en las 
bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma 
(30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la actividad basal 
(100 % del basal) para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. 
Nótese que la estimulación con luz azul indujo un incremento en la amplitud de 
la actividad electrofisiológica hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
*, ** y *** denotan una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos 
con p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente. La potencia en las distintas 
bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una 
corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, 
con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados 
como la media ± EEM. 

La manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 

exacerba la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP. 

Con el objetivo de investigar el efecto de la manipulación optogenética en animales 

de la cepa Cx3cr1/ChR2 sobre la inducción de actividad epileptiforme; a un grupo 

separado de animales se le estimuló con luz azul en el hipocampo, durante 20 

minutos, seguido de la administración intraperitoneal del fármaco convulsivante 4-

AP (20 mg/kg) y se observaron sus efectos durante 30-40 minutos sobre la actividad 

electrofisiológica del hipocampo contralateral al sitio de estimulación (figura 14A). 

La administración de 4AP en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2 

produjo actividad epileptiforme en el hipocampo (figura 14A), caracterizada por un 

aumento sustancial de la amplitud de la actividad electrofisiológica y por la presencia 

de espigas paroxísticas, similar a la actividad epileptiforme mencionada con 

anterioridad (figuras 11A y 12A). En animales de la cepa control Cx3cr1/Cre, el 

análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP mostró un 

incremento en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 963.0 ± 

286.8 % del basal; Delta = 1043.0 ± 455.9 % del basal; Theta = 895.3 ± 185.8 % del 

basal; Beta = 2618.0 ± 1412.0 % del basal; Gamma = 1064.0 ± 330.1 % del basal; 

n = 7; figuras 14B y 14C). Sin embargo, en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, se 

observó un incremento estadísticamente significativo de la potencia de la actividad 

epileptiforme en todas las bandas de frecuencia (Banda ancha = 6245.3 ± 1599.4 

% del basal, p<0.01; Delta = 7336.7 ± 2661.3 % del basal, p<0.01; Theta = 8386.6 
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± 2470.8 % del basal, p<0.01; Beta = 5862.3 ± 1839.9 % del basal, p<0.05; Gamma 

= 5938.9 ± 2229.2 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 7; figuras 14B 

y 14C), comparados con animales de la cepa control Cx3cr1/Cre. 

 

 

Figura 14. Efecto de la manipulación optogenética sobre la inducción de 
hiperexcitabilidad con 4-AP en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre 
y Cx3cr1/ChR2. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal, durante la estimulación con luz azul y 
posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2. Las flechas indican el inicio de la aplicación de la 
estimulación con luz azul y de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). 
Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad electrofisiológica del 
hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en condiciones basales (trazo 
de la izquierda) y 30 minutos después de la administración de 4-AP (trazo de 
la derecha). B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad epileptiforme hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 
7) y Cx3cr1/ChR2 (n = 7) estimulados con luz azul durante 20 minutos. La línea 
roja punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del 
basal). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad epileptiforme hipocampal en la banda ancha (1-115 Hz) y en las 
bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma 
(30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la actividad basal 
(100 % del basal) para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. 
Nótese que la estimulación con luz azul exacerbó la inducción de 
hiperexcitabilidad en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. * y ** denotan una 
diferencia estadísticamente significativa entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, 
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respectivamente. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 

La manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 

potencia la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP. 

Para examinar el efecto de la manipulación selectiva de la microglía sobre la 

hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.), en grupos independientes 

de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2, se estimuló con luz azul por 

20 minutos durante la actividad epileptiforme inducida con 4-AP (figura 15A). El 

análisis de la potencia de la actividad epileptiforme previa a la estimulación con luz 

azul no mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las bandas 

de frecuencia analizadas entre animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2 

(Anexo 3). 20-30 minutos después de la estimulación con luz azul, la actividad 

epileptiforme de los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre no mostró alteraciones 

significativas con respecto a la actividad epileptiforme previa a la estimulación con 

luz en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 91.1 ± 6.0 

% de 4-AP; Delta = 77.9 ± 8.3 % de 4-AP; Theta = 155.1 ± 39.0 % de 4-AP; Beta = 

131.5 ± 16.9 % de 4-AP; Gamma = 176.1 ± 52.6 % de 4-AP; n = 6; figuras 15B y 

15C). Sin embargo, la actividad epileptiforme de los animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 exhibió un incremento sustancial de la potencia después de la 

estimulación con luz azul en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda 

ancha = 338.8 ± 96.6 % de 4-AP, p<0.01; Delta = 378.1 ± 104.5 % de 4-AP, p<0.01; 

Theta = 626.6 ± 251.8 % de 4-AP, p<0.05; Beta = 1220.0 ± 772.8 % de 4-AP, p<0.05; 

Gamma = 1148.0 ± 714.7 % de 4-AP, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; 

figuras 15B y 15C), con respecto a la cepa control Cx3cr1/Cre. 
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Figura 15. Efecto de la manipulación optogenética sobre la hiperexcitabilidad 
ya inducida con 4-AP en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/ChR2. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la administración de 4-AP (20 
mg/kg, i.p.), seguido de la estimulación con luz durante 20 minutos, en animales 
de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2. Las flechas indican el inicio de la 
aplicación de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y de la estimulación con luz azul. Debajo, se 
observan trazos expandidos de la actividad epileptiforme hipocampal 
delimitada por la línea roja punteada, en condiciones previas a la estimulación 
con luz azul (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la estimulación con 
luz azul (trazo de la derecha) B. Espectrogramas de la potencia normalizada 
(% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después de la estimulación con luz 
azul en animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/ChR2 (n = 6). La 
línea roja punteada representa la actividad epileptiforme previa a la 
estimulación con luz azul (100 % de 4-AP). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después de la 
estimulación con luz azul en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de 
frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 
Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la actividad epileptiforme 
previa a la estimulación con luz azul (100 % de 4-AP) para cada una de las 
bandas de frecuencia analizadas. Nótese que la estimulación con luz azul 
potencia la hiperexcitabilidad hipocampal ya inducida con 4-AP en animales de 
la cepa Cx3cr1/ChR2. * y ** denotan una diferencia estadísticamente 
significativa entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, respectivamente. La 
potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de 
Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las 
bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 
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La manipulación optogenética en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 

incrementa la densidad microglial en el hipocampo e induce cambios 

morfológicos en estas células.  

Con la finalidad de investigar el efecto de la manipulación selectiva de la microglía 

con optogenética sobre la densidad microglial y la morfología de estas células en el 

hipocampo, animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 y de la cepa control Cx3cr1/Cre 

fueron estimulados con luz azul por 20 minutos y 60 minutos después se fijó el tejido 

cerebral para su análisis posterior. Después, mediante inmunofluorescencia, las 

células de la microglía fueron marcadas con el anticuerpo anti-Iba1, que es un 

marcador microglial utilizado ampliamente en la literatura (Ito et al., 1998; Lorea-

Hernández et al., 2016) y con DAPI, como marcador nuclear (Kapuscinski, 1995) 

(figura 16A). En el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de animales de la 

cepa control Cx3cr1/Cre previamente estimulados con luz azul se observó una 

densidad microglial de 318.5 ± 33.2 células/mm2 (n = 9 muestras de 3 animales; 

figura16B). Las células microgliales de la cepa control Cx3cr1/Cre mostraron una 

morfología ramificada (figura 16A), observándose un área de 2.8 ± 0.1 mm2 (n = 82 

células), 40.2 ± 2.6 ramificaciones secundarias (n = 82 células) y un índice de 

circularidad de 5x10-2 ± 4x10-3 (n = 82 células; figuras 16C, 16D y 16E). Por otra 

parte, en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 previamente estimulados con luz azul 

se observó un aumento sustancial de la densidad microglial (614.0 ± 76.0 

células/mm2; p<0.01; prueba t de Student; n = 9 muestras de 3 animales; figura 

16B), así como una disminución del área microglial (1.7 ± 0.9 mm2; n = 178 células; 

p<0.01; prueba de Mann-Whitney; figuras 16A y 16C) y del número de 

ramificaciones secundarias (15.6 ± 0.8 ramificaciones; n = 178 células; p<0.001; 

prueba de Mann-Whitney; figuras 16A y 16C), en comparación con la cepa control 

Cx3cr1/Cre. Además, se observó un aumento en el índice de circularidad microglial 

(0.2 ± 1x10-2 circularidad; n = 178 células; p<0.01; prueba de Mann-Whitney; figuras 

16A y 16E), en comparación con los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre. 

Finalmente, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en la 

densidad de núcleos celulares marcados con DAPI entre animales de las cepas 

Cx3cr1/Cre (1514.1 ± 55.0 núcleos/mm2; n = 7 muestras de 3 animales; figura 16F) 
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y Cx3cr1/ChR2 (1417.9 ± 110.3 núcleos/mm2; n = 7 muestras de 3 animales; p>0.1; 

prueba t de Student; figura 16F) previamente estimulados con luz azul, sugiriendo 

que la estimulación optogenética no influyó en la proliferación celular. En conjunto, 

estos resultados indican que la estimulación optogenética en animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 aumenta la densidad microglial, posiblemente a través de la inducción 

de la migración y/o división de estas células, e induce alteraciones morfológicas en 

la microglía hipocampal que involucran un cambio estructural hacia una morfología 

ameboide.  

 

 

Figura 16. Efecto de la estimulación optogenética sobre la densidad microglial 
en el hipocampo y la morfología de estas células en animales de la cepa 
Cx3cr1/ChR2. A. Micrografías de la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-
Iba1 y de DAPI, en el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de 
animales la cepa Cx3cr1/ChR2 (n = 178 células de 9 muestras de 3 animales) 
y de la cepa control Cx3cr1/Cre (n = 82 células de 9 muestras de 3 animales). 
Adicionalmente se muestra una célula microglial marcada con Iba1 y con DAPI 
(centro) y el análisis de su esqueleto (derecha). Cuantificación de la densidad 
microglial (B), el área microglial (C), el número de ramificaciones secundarias 
(D), índice de circularidad (E) y la densidad de núcleos celulares (F). Nótese 
que la estimulación optogenética incrementó la densidad microglial en el 
hipocampo y alteró la morfología microglial, disminuyendo su área y procesos, 
pero aumentando su circularidad. Las comparaciones estadísticas de la 
densidad microglial y de la densidad de núcleos celulares se llevaron a cabo 
con la prueba t de Student, mientras que las comparaciones estadísticas del 
área microglial, del número de ramificaciones secundarias y del índice de 
circularidad fueron hechas con la prueba de Mann-Whitney. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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La proteína de fusión canalrodopsina 2 (ChR2)-proteína amarilla 

fluorescente aumentada (eYFP) se encuentra escasamente expresada en la 

microglía de animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

Con el objetivo de caracterizar la expresión de la ChR2 en las células microgliales 

del hipocampo de animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, mediante 

inmunofluorescencia, se marcaron las células de la microglía con el anticuerpo anti-

Iba1 y se observó su colocalización con la fluorescencia de la proteína de fusión 

ChR2-eYFP en el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo (figura 17A). 

Adicionalmente, se marcaron los núcleos celulares con DAPI (Kapuscinski, 1995) 

(figura 17A). La fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 mostró cuerpos celulares 

microgliales con morfología ramificada, mientras que la fluorescencia de la proteína 

de fusión ChR2-eYFP se observó como puncta de fluorescencia (figura 17A). La 

cuantificación de la colocalización entre los puncta de fluorescencia de la proteína 

de fusión ChR2-eYFP con la fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 mostró una 

proporción del 11.5 % de células microgliales que expresaron la proteína de fusión 

ChR2-eYFP (n = 9 rebanadas de 3 animales; figura 17B). En este mismo sentido, 

el 88.5 % de las células marcadas con Iba1 no expresaron la marca fluorescente de 

la proteína de fusión ChR2-eYFP. Por otro lado, se cuantificó la fluorescencia 

inespecífica de la proteína de fusión ChR2-eYFP y se observó que el 89.5 % de los 

puncta de fluorescencia de la proteína de fusión ChR2-eYFP no coincidió con la 

marca fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 (figura 17C). Esto sugiere que la 

proteína de fusión ChR2-eYFP se encuentra expresada en una baja proporción de 

células microgliales en el hipocampo de los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
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Figura 17. Caracterización de la expresión de la proteína de fusión 
canalrodopsina 2 (ChR2)-proteína amarilla fluorescente aumentada (eYFP) en 
animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. A. Micrografías de la inmunofluorescencia 
del anticuerpo anti-Iba1 (izquierda, rojo), de la proteína de fusión ChR2-eYFP 
(centro, amarillo) y de su combinación con DAPI (derecha, azul), en el stratum 
radiatum del área CA1 del hipocampo de un animal de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
Las flechas blancas indican células positivas a Iba1 y a la proteína de fusión 
ChR2-eYFP. B. Proporción de células positivas a Iba1 que expresaron a la 
proteína de fusión ChR2-eYFP (n = 9 rebanadas de 3 animales). C. Proporción 
de puncta de fluorescencia de ChR2-eYFP que no coincidió con la 
fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1. Nótese que los puncta de fluorescencia 
de la proteína de fusión ChR2-eYFP coinciden en una pequeña proporción de 
cuerpos celulares microgliales marcados con Iba1. Los datos fueron graficados 
como la media ± EEM. 
 

Las neuronas hipocampales de los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 

responden a la estimulación optogenética. 

Con el objetivo de profundizar en la caracterización de los animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2, se decidió investigar si la proteína de fusión ChR2-eYFP pudiera 

estar expresada en las neuronas del hipocampo de los animales de esta cepa. Para 

ello, en un grupo separado de animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, se registró la 

actividad multiunitaria hipocampal del área CA1 utilizando una silicon probe de 16 

microelectrodos, mientras se estimuló con pulsos de luz a través de una fibra óptica 

colocada estereotáxicamente cerca de los electrodos de registro, en animales 
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anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 (figura 18A). Primero, debido a que la 

estimulación optogenética puede generar calor y que el calor incrementa la actividad 

neuronal (Arias-Gil et al., 2016; Peixoto et al., 2020), en el mismo grupo de animales, 

se registró la actividad multiunitaria hipocampal durante la estimulación 

optogenética del hipocampo con luz roja (10 s de duración de pulso; longitud de 

onda de ~625 nm; figura 18B), que no activa a la ChR2 (Deisseroth, 2011; 2015). 

La cuantificación de la tasa de disparo promedio de la actividad multiunitaria 

hipocampal no mostró diferencias estadísticamente significativas de la actividad 

neuronal durante la estimulación con luz roja (3.78 ± 0.3 Hz; p>0.1; prueba de 

Wilcoxon; n = 3 ensayos de 3 animales; figuras 18B y 18C), comparado con la 

actividad basal previa a la estimulación optogenética (4.0 ± 0.3 Hz; figuras 18B y 

18C). Por otro lado, al estimular con luz azul (10 s de duración del pulso; longitud 

de onda de ~480 nm; figuras 18D y 18E), la tasa de disparo promedio de la actividad 

multiunitaria hipocampal mostró un aumento sustancial de la actividad neuronal 

(13.5 ± 2.6 Hz, p<0.001; prueba de Wilcoxon; n = 12 ensayos de 3 animales; figuras 

18D y 18E), comparado con la actividad basal previa a la estimulación (basal, 3.5 ± 

0.3 Hz; figuras 18D y 18E). Para analizar más a fondo la posibilidad de la expresión 

de la proteína de fusión ChR2-eYFP en las neuronas hipocampales, en el mismo 

grupo de animales, se estimuló con un tren de pulsos de luz azul (5 pulsos) de 100 

ms de duración a una frecuencia de 4 Hz (longitud de onda de ~470 nm; n = 3 

ensayos de 3 animales; figura 18F) y se observó que la actividad neuronal se 

encuentra acoplada a los estímulos optogenéticos, aumentando la tasa de disparo 

de la actividad multiunitaria hipocampal durante los pulsos de luz y disminuyendo 

inmediatamente su actividad al cesar el estímulo optogenético. Juntos, estos 

resultados muestran que la estimulación optogenética con luz azul incrementa la 

actividad neuronal en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 y que este incremento 

de la actividad neuronal no es el resultado de un aumento de temperatura producido 

por la estimulación con luz, sugiriendo que la proteína de fusión ChR2-eYFP podría 

estar expresada en neuronas hipocampales. 
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Figura 18. Registro de la actividad multiunitaria hipocampal durante la 
estimulación optogenética en ratones anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
A. Izquierda, fotografía de la preparación experimental, en donde se colocó de 
forma estereotáxica una silicon probe con un arreglo de 16 microelectrodos y 
una fibra óptica, ambos en la capa piramidal del área CA1 del hipocampo. 
Adicionalmente, se colocaron dos tornillos sobre el cerebelo que fueron usados 
como tierra y referencia, respectivamente. Derecha, esquema representativo 
de la preparación experimental en donde se puede apreciar el registro de la 
actividad multiunitaria hipocampal y las trayectorias estereotáxicas del arreglo 
de multielectrodos y de la fibra óptica, utilizados para el registro de la actividad 
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multiunitaria y para la estimulación optogenética, respectivamente. B. Raster 
plot de la actividad multiunitaria hipocampal antes, durante y después de la 
estimulación optogenética con luz roja (10 s de duración del pulso; longitud de 
onda de ~625 nm). Debajo se observa la frecuencia de disparo promedio (Hz) 
de la actividad multiunitaria a lo largo del trazo. C. Cuantificación de la 
frecuencia de disparo promedio de la actividad multiunitaria hipocampal en el 
periodo basal previo a la estimulación y durante la estimulación optogenética 
con luz roja (n = 3 ensayos de 3 animales). Nótese que la actividad neuronal 
del hipocampo no se altera durante la estimulación optogenética con luz roja. 
D. Raster plot de la actividad multiunitaria hipocampal antes, durante y después 
de la estimulación optogenética con luz azul (10 s de duración del pulso; 
longitud de onda de ~470 nm). Debajo se observa la frecuencia de disparo 
promedio (Hz) de la actividad multiunitaria a lo largo del trazo. E. Cuantificación 
de la frecuencia de disparo promedio de la actividad multiunitaria hipocampal 
en el periodo basal previo a la estimulación y durante la estimulación 
optogenética con luz azul (n = 12 ensayos de 3 animales). Nótese que la 
estimulación optogenética con luz azul produce un aumento sustancial de la 
frecuencia de disparo de las neuronas hipocampales. F. Raster plot de la 
actividad multiunitaria hipocampal, antes, durante y después de la estimulación 
optogenética con pulsos de luz azul a una frecuencia de 4 Hz (5 pulsos con 100 
ms de duración). Debajo se observa la frecuencia de disparo promedio (Hz) de 
la actividad multiunitaria a lo largo del trazo (n = 3 ensayos de 3 animales). 
Nótese que la actividad neuronal hipocampal aumenta sólo durante la 
estimulación con luz azul y que disminuye inmediatamente después de cesar 
la estimulación. *** denota una diferencia estadísticamente significativa entre 
los grupos con p<0.001. Los cambios en la tasa de disparo de la actividad 
multiunitaria hipocampal fueron comparados con la prueba de Wilcoxon. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

La proteína ChR2 es expresada de forma constitutiva en animales de la 

cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP). 

Con la finalidad de ahondar más en la expresión inespecífica de la proteína de fusión 

ChR2-eYFP observada en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, se hipotetizó que 

dicha inespecificidad podría deberse a la expresión constitutiva de la proteína de 

fusión ChR2-eYFP en los animales de las cepas progenitoras, específicamente en 

los animales de la cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP), que expresan la 

secuencia genética invertida de la proteína de fusión ChR2-eYFP flanqueada por 

sitios lox-P. Para ello, mediante inmunofluorescencia, se observó la expresión de la 

proteína ChR2 en el hipocampo de animales de la cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-

H134R/EYFP) (n = 6 rebanadas de 3 animales; figura 19). Se observó que la marca 

fluorescente del anticuerpo anti-ChR2 se expresa de forma ubicua en el hipocampo 

de los ratones Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP), principalmente en el stratum 
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radiatum y el stratum lacunosum-moleculare (figura 19). Por otra parte, la marca 

fluorescente del anticuerpo anti-ChR2 parece estar expresada de forma inespecífica 

en cuerpos celulares, debido a que los cúmulos de fluorescencia asemejan somas 

(figura 19). 

 

 

Figura 19. Caracterización de la expresión de la proteína ChR2 en el área CA1 
del hipocampo de ratones de la cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP). 
Izquierda, micrografía de la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-ChR2 en 
el stratum radiatum y el stratum lacunosum-moleculare del área CA1 del 
hipocampo (n = 6 rebanadas de 3 animales). Nótese que la fluorescencia del 
anticuerpo anti-ChR2 se encuentra distribuida de forma ubicua en el 
hipocampo. Derecha, magnificación de la micrografía de la izquierda, en donde 
se observa la fluorescencia del anticuerpo anti-ChR2 en el stratum radiatum del 
hipocampo. Nótese que se observan cúmulos de fluorescencia que asemejan 
somas. 

Estos resultados indican que la proteína de fusión ChR2-eYFP se expresa de forma 

constitutiva e inespecífica en los animales de la cepa progenitora 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP), sugiriendo que la inespecificidad observada 

en la expresión de la proteína de fusión ChR2-eYFP de los animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 podría deberse a la utilización de los animales de la cepa progenitora 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP). Estos resultados resaltan la importancia de 

la caracterización de los animales transgénicos utilizados en los experimentos, 

pues la expresión del transgén o transgenes insertados podría no ser específica, 

como se observó en nuestros resultados con la cepa Cx3cr1/ChR2, así como por 

otros estudios en otros contextos experimentales (Hedrick & Waters, 2015; Hedrick 

et al., 2016; Prabhakar et al., 2019; Luo et al, 2020). Lo anterior, despoja de su 
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especificidad celular a estrategias experimentales como la optogenética, en 

condiciones experimentales como las nuestras, originando resultados complejos de 

interpretación difícil. 
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Manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la manipulación selectiva de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y sobre la 

inducción de la hiperexcitabilidad y de la hiperexcitabilidad ya inducida, se llevaron 

a cabo experimentos utilizando animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/hM3Dq 

y Cx3cr1/hM4Di, las cuales expresan a los DREADDs hM3Dq y hM4Di en la 

microglía y en los macrófagos no parenquimales, respectivamente.  

Activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales. 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la manipulación selectiva de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y sobre la 

inducción de la hiperexcitabilidad y de la hiperexcitabilidad ya inducida, se llevaron 

a cabo experimentos utilizando animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/hM3Dq, 

que expresan los DREADDs hM3Dq en la microglía. 

Los receptores diseñados para responder exclusivamente a 

fármacos diseñados (DREADDs) hM3Dq están expresados exclusivamente en 

los macrófagos cerebrales de animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Debido a la inespecificidad celular de la expresión de la ChR2 observada 

anteriormente en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2, en esta serie de 

experimentos, primero se caracterizó la expresión del DREADD hM3Dq en 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. Mediante inmunofluorescencia, se observó la 

expresión de la proteína fluorescente mCitrina, expresada de forma constitutiva en 

las células que expresan los DREADDs. Adicionalmente, la marca fluorescente de 

la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina se colocalizó con la fluorescencia del 

anticuerpo anti-Iba1 y con DAPI. En muestras histológicas del área CA1 del 

hipocampo de animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq (n = 12 rebanadas de 4 

animales), la marca fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 evidenció la presencia de 

células microgliales con morfología ramificada (figura 20A), mientras que la marca 

fluorescente de la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina se observó como puncta de 
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fluorescencia (figura 20A). Se observó que la marca fluorescente de la proteína de 

fusión hM3Dq-mCitrina colocalizó con la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-

Iba1 en el 73.9 ± 4.9 % de las células positivas a Iba1 (flechas blancas, figuras 20A 

y 20B). Adicionalmente, se observó que el 26.0 ± 4.9 % de las células positivas a 

Iba1 no colocalizaron con la marca fluorescente de la proteína de fusión hM3Dq-

mCitrina (figura 20A). Es importante resaltar que no se observó marca fluorescente 

de la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina que no coincidiera con la marca 

fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 (figura 20A), sugiriendo que el DREADD 

hM3Dq se expresó exclusivamente en la microglía, así como en macrófagos no 

parenquimales de los espacios perivasculares (anexo 4A), debido a que también 

expresan el gen Cx3cr1 (Goldman et al., 2016; Shemer et al., 2018; Van Hove et 

al., 2019). Lo anterior, sugiere que los DREADDs hM3Dq también podrían estar 

expresados en los macrófagos no parenquimales de las meninges o de los plexos 

coroideos, que también expresan el gen Cx3cr1 (Utz & Greter, 2019), sin embargo, 

no se verificó su expresión en estas zonas. Adicionalmente, para corroborar que la 

proteína de fusión hM3Dq-mCitrina colocalizara con las células marcadas con Iba1, 

se adquirió un bloque imágenes a diferentes profundidades utilizando un 

microscopio confocal, abarcando la totalidad del soma de la célula observada (n = 

3 células; figura 20C). Las imágenes mostraron que la fluorescencia de la proteína 

de fusión hM3Dq-mCitrina colocaliza con la fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 

en el soma de la célula marcada (figura 20C). 
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Figura 20. Caracterización de la expresión de la proteína de fusión hM3Dq-
mCitrina en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. A. Micrografías de la 
inmunofluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 (izquierda, rojo), de la proteína de 
fusión hM3Dq-mCitrina (centro, amarillo) y de su combinación con DAPI 
(derecha, azul), en el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de un 
animal de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas blancas indican células positivas 
a Iba1 y a la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina. Nótese que la fluorescencia 
de la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina se observó como puncta de 
fluorescencia y que colocaliza con la marca fluorescente del anticuerpo anti-
Iba1. B. Proporción de células positivas a Iba1 que expresaron a la proteína de 
fusión hM3Dq-mCitrina (n = 12 rebanadas de 4 animales). C. Z-stack de una 
célula marcada con el anticuerpo anti-Iba1 y con la proteína de fusión hM3Dq-
mCitrina (n = 3 células). Obsérvese que la marca fluorescente de la proteína de 
fusión hM3Dq-mCitrina colocaliza con la marca fluorescente del anticuerpo anti-
Iba1 en el soma de la célula observada. 

 

La activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales aumenta la excitabilidad hipocampal e 

induce actividad epileptiforme en animales anestesiados. 

Una vez establecido que la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina se encuentra 

expresada exclusivamente en la microglía y en los macrófagos no parenquimales 

de los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se caracterizó la influencia de la 

activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales 

sobre la excitabilidad hipocampal. A través de una cánula colocada 
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estereotáxicamente en el ventrículo lateral (figura 4C), se administró CNO (10 µg) 

de forma intracerebroventricular en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre 

y Cx3cr1/hM3Dq y se observaron sus efectos sobre la actividad electrofisiológica 

hipocampal durante 20-30 minutos (figura 21A). La expresión constitutiva de la 

proteína hM3Dq, bajo el control del gen Cx3cr1, no modificó la actividad 

electrofisiológica basal del hipocampo (Anexo 6 y figura 21A), sugiriendo que la 

capacidad del hipocampo para generar actividad electrofisiológica oscilatoria se 

encuentra íntegra en los animales de la cepa Cxcr1/hM3Dq, con respecto a los 

animales de la cepa control Cx3cr1/Cre. La administración de CNO (10 µg) no 

produjo alteraciones significativas en la actividad electrofisiológica hipocampal de 

los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre, en ninguna de las bandas de frecuencia 

analizadas (Banda ancha = 130.7 ± 21.7 % del basal, p>0.1; Delta = 119.1 ± 25.9 

% del basal, p>0.1; Theta = 149.1 ± 26.3 % del basal, p>0.1; Beta = 138.5 ± 33.3 

% del basal, p>0.1; Gamma = 136.7 ± 20.4 % del basal, p>0.1; prueba de Friedman; 

n = 6; figuras 21A, 21B y 21C), con respecto a la actividad basal previa a la 

administración de CNO (10 µg). Sin embargo, en los animales de la cepa 

Cx3cr1/hM3Dq, la administración de CNO (10 µg) aumentó gradualmente la 

amplitud de la actividad electrográfica hipocampal a lo largo del tiempo (figura 21A), 

observándose un incremento sustancial de la potencia en todas las bandas de 

frecuencia analizadas (Banda ancha = 10170.7 ± 4282.5 % del basal, p<0.01; Delta 

= 12478.2 ± 5308.7 % del basal, p<0.01; Theta = 12195.0 ± 7043.1 % del basal, 

p<0.05; Beta = 6838.3 ± 1562.7 % del basal, p<0.01; Gamma = 8038.6 ± 2547.7 % 

del basal, p<0.01; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 21B y 21C), con respecto 

a la cepa control Cx3cr1/Cre.  
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Figura 21. Efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales sobre la actividad electrofisiológica hipocampal 
de animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos 
representativos de la actividad electrofisiológica hipocampal basal y después 
de la administración intracerebroventricular de clozapina-N-óxido (CNO; 10 µg) 
en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. B. Espectrogramas de 
la potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica 
hipocampal después de la administración de CNO (10 µg) en animales de las 
cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja punteada 
representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. 
Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo en las bandas de frecuencia de 1-115 Hz 
(Banda ancha), 1-4 Hz (Delta), 4-10 Hz (Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz 
(Gamma). Nótese que la administración de CNO (10 µg) produce un aumento 
significativo de la excitabilidad hipocampal en animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. * y ** denotan una diferencia estadísticamente significativa con 
p<0.05 y p<0.01, respectivamente, comparado contra la cepa control 
Cx3cr1/Cre. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada 
con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, 
a través de las bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y 
Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± EEM. 

En un subgrupo de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, después de 

la aplicación intracerebroventricular de CNO (10 µg) se observó el desarrollo de 

actividad epileptiforme en el hipocampo (figura 22A), caracterizada por espigas de 

gran amplitud y recurrencia (figura 22B). Se observó que el 66.6 % de los animales 

de la cepa Cx3cr1/hM3Dq que fueron administrados con CNO (10 µg) desarrollaron 
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actividad epileptiforme (4/6 animales; figura 22C), el restante 33.6 % sólo mostró 

un aumento de la amplitud de la actividad electrofisiológica de fondo (2/6 animales; 

figura 22C). En animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq que fueron administrados con 

CNO a dosis menores de 10 µg, sólo se observó un aumento de la amplitud de la 

actividad electrofisiológica hipocampal (anexo 4). 

 

Figura 22. La administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en 
animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq induce actividad 
epileptiforme en el hipocampo. A. Trazos representativos de la actividad 
electrofisiológica hipocampal antes y después de la administración 
intracerebroventricular de 10 µg de CNO en animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. Nótese que la aplicación de 10 µg de CNO produce un 
aumento sustancial de la amplitud de la actividad electrográfica hipocampal 
(trazo de arriba), así como el desarrollo de actividad epileptiforme (trazo de 
abajo). B. Trazos expandidos de la actividad delimitada por las líneas 
punteadas en A. C. Proporción de animales que presentaron un incremento de 
la amplitud de la actividad electrográfica hipocampal o el desarrollo de actividad 
epileptiforme después de la aplicación de 10 µg de CNO (n = 6). 

Estos resultados muestran que la activación selectiva de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs hM3Dq 

expresados en estas células, aumenta la excitabilidad del circuito hipocampal y que, 

incluso, es capaz de producir actividad epileptiforme.  

La activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales exacerba la inducción de 

hiperexcitabilidad hipocampal en animales anestesiados. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la activación selectiva de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales sobre la inducción de hiperexcitabilidad 

hipocampal, animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq fueron 
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administrados intracerebroventricularmente con CNO (10 µg), seguido de la 

administración del fármaco convulsivante 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Similar a lo 

observado anteriormente (figura 14), en un grupo independiente de animales, la 

administración sistémica de 4-AP (20 mg/kg) en animales anestesiados de la cepa 

control Cx3cr1/Cre, que fueron previamente inyectados con CNO (10 µg), indujo 

actividad epileptiforme en el hipocampo, caracterizada por un aumento sustancial 

de la amplitud de la actividad electrográfica y por la presencia de espigas 

epileptiformes (figura 23A), lo que se reflejó en un aumento de la potencia en todas 

las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 2479.3 ± 762.2 % del basal; 

Delta = 2867.1 ± 1011.5 % del basal; Theta = 2016.6 ± 411.5 % del basal; Beta = 

2439.2 ± 485.9 % del basal; Gamma = 1898.5 ± 453.4 % del basal; n = 12; figuras 

23B y 23C). Por otro lado, la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) 

en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq exacerbó la inducción de actividad 

epileptiforme con 4-AP (20 mg/kg, i.p.), observándose un aumento significativo de 

la potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 13027.1 

± 2917.3 % del basal, p<0.05; Delta = 8168.9 ± 2648.1 % del basal, p<0.05; Theta 

= 31272.8 ± 23437.3 % del basal, p<0.05; Beta = 18164.7 ± 9551.1 % del basal, 

p<0.05; Gamma = 12622.9 ± 6530.2 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; 

n = 7; figuras 23B y 23C), en comparación con la cepa control Cx3cr1/Cre. 
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Figura 23. Efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales sobre la inducción de hiperexcitabilidad 
hipocampal con 4-AP en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal, durante la administración de CNO (10 µg) 
y posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), en animales de las 
cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de la 
administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) y de la administración 
de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de 4-AP (trazo de la derecha). B. Espectrogramas de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme hipocampal de animales 
de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 12) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 7), previamente 
administrados con CNO. La línea roja punteada representa la actividad basal 
para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme hipocampal en la banda 
ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), 
beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la 
potencia de la actividad basal (100 % del basal) para cada una de las bandas 
de frecuencia analizadas. Nótese que la administración de CNO exacerba la 
inducción de hiperexcitabilidad hipocampal en animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. * y ** denotan una diferencia estadísticamente significativa 
entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, respectivamente. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis 
y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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Para examinar si el efecto proepileptiforme de la modulación quimiogenética de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los 

DREADDs hM3Dq expresados en estas células, es generalizable a toda la actividad 

epileptiforme, se realizaron experimentos en donde se administró 

intracerebroventricularmente CNO (10 µg), seguido de la administración 

intraperitoneal del fármaco convulsivante PTZ (200 mg/kg; figura 24A). A diferencia 

de la hiperexcitabilidad inducida con 4AP (20 mg/kg, i.p; figuras 11, 14 y 23), la 

hiperexcitabilidad inducida con PTZ (200 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados se 

caracterizó por la presencia de espigas epileptiformes de alto voltaje y por un 

incremento ligero de la amplitud de la actividad electrofisiológica de fondo (figura 

24A). En los animales anestesiados de la cepa control Cx3cr1/Cre, previamente 

inyectados con CNO (10 µg), la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.) incrementó 

la potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1110.0 

± 189.6 % del basal, p<0.01; Delta = 2347.4 ± 716.7 % del basal, p<0.01; Theta = 

1252.9 ± 344.0 % del basal, p<0.01; Beta = 787.3 ± 197.0 % del basal, p<0.05; 

Gamma = 1094.2 ± 269.2 % del basal, p<0.05; prueba de Friedman; n = 6; figuras 

24B y 24C), con respecto a la actividad basal previa a la administración de CNO 

(10 µg). Sin embargo, en los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, 

previamente inyectados con CNO (10 µg), la administración de PTZ (200 mg/kg, 

i.p.) produjo un incremento mayor de la potencia en todas las bandas de frecuencia 

analizadas (Banda ancha = 20928.5 ± 15127.0 % del basal, p<0.01; Delta = 26002.4 

± 12605.0 % del basal, p<0.01; Theta = 245015.7 ± 18734.0 % del basal, p<0.01; 

Beta = 19403.0 ± 15875.8 % del basal, p<0.01; Gamma = 4200.2 ± 1852.6 % del 

basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 24B y 24C), comparados 

con la cepa control Cx3cr1/Cre.  
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Figura 24. Efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales sobre la inducción de hiperexcitabilidad 
hipocampal con pentilenetetrazol (PTZ) en animales anestesiados de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de 
la actividad electrofisiológica hipocampal basal, durante la administración de 
CNO (10 µg) y posterior a la administración de PTZ, en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de la administración 
intracerebroventricular de CNO y de la administración de PTZ. Debajo, se 
observan trazos expandidos de la actividad electrofisiológica del hipocampo 
delimitada por la línea roja punteada, en condiciones basales (trazo de la 
izquierda) y 30 minutos después de la administración de PTZ (trazo de la 
derecha). B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad epileptiforme hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 
6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6), previamente administrados con CNO. La línea roja 
punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). 
C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme hipocampal en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de 
frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 
Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % 
del basal) para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. Nótese que 
la administración de CNO exacerba la inducción de hiperexcitabilidad 
hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. * y ** denotan una 
diferencia estadísticamente significativa entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, 
respectivamente. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 
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Estos resultados muestran que la manipulación selectiva de la activación microglial 

y de los macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs 

hM3Dq expresados en estas células, exacerba la inducción de hiperexcitabilidad, 

independientemente del mecanismo utilizado para inducirla.  

La activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales potencia la hiperexcitabilidad 

hipocampal ya establecida en animales anestesiados. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la activación selectiva de la microglía 

sobre la hiperexcitabilidad hipocampal ya establecida, se administró CNO (10 µg) 

de forma intracerebroventricular durante la actividad epileptiforme inducida con 4-

AP (20 mg/kg, i.p.) en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq y se 

observaron sus efectos durante 30 minutos (figura 25A). El análisis de la potencia 

de la actividad epileptiforme previa a la administración intracerebroventricular de 

CNO (10 µg) no mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de 

las bandas de frecuencia analizadas entre animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 

Cx3cr1/hM3Dq (Anexo 7). En los animales anestesiados de la cepa control 

Cx3cr1/Cre, la actividad epileptiforme no mostró cambios significativos tras la 

administración de CNO (10 µg; Banda ancha = 132.0 ± 14.6 % de 4-AP, p>0.1; 

Delta = 138.0 ± 17.4 % de 4-AP p>0.1; Theta = 132.9 ± 22.2 % de 4-AP p>0.1; Beta 

= 148.3 ± 18.4 % de 4-AP p>0.1; Gamma = 182.7 ± 17.2 % de 4-AP p>0.1; n = 6; 

figuras 25A, 25B y 25C), con respecto a la actividad epileptiforme previa a la 

administración de CNO (10 µg). En contraste, la actividad epileptiforme de los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq aumentó significativamente después de la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg; Banda ancha = 1338.7 ± 

322.7 % de 4-AP, p<0.01; Delta = 1723.7 ± 1347.7 % de 4-AP, p<0.05; Theta = 

884.9 ± 103.9 % de 4-AP, p<0.01; Beta = 2316.8 ± 778.9 % de 4-AP, p<0.01; 

Gamma = 1633.9 ± 463.6 % de 4-AP, p<0.05; n = 6; figuras 25A, 25B y 25C). Estos 

resultados muestran que la activación selectiva de la microglía y de los macrófagos 

no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs hM3Dq, potencia la 

actividad epileptiforme ya establecida. 
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Figura 25. Efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP 
en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica hipocampal 
basal y posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), seguido de la 
administración de CNO (10 µg), en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de la aplicación de 4-AP (20 mg/kg, 
i.p.) y de la administración de CNO (10 µg). Debajo, se observan trazos 
expandidos de la actividad epileptiforme hipocampal delimitada por la línea roja 
punteada, en condiciones previas a la administración de CNO (10 µg; trazo de 
la izquierda) y 30 minutos después de la administración de CNO (10 µg; trazo 
de la derecha). B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% de 4-AP) de 
la actividad epileptiforme después de la administración de CNO (10 µg) en 
animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja 
punteada representa la actividad epileptiforme previa a la administración de 
CNO (100 % de 4-AP). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% de 4-
AP) de la actividad epileptiforme después de la administración de CNO (10 µg) 
en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), 
theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada 
representa la potencia de la actividad epileptiforme previa a la administración 
de CNO (100 % de 4-AP) para cada una de las bandas de frecuencia 
analizadas. Nótese que la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales exacerba la actividad epileptiforme ya 
establecida hipocampal inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). * y ** denotan una 
diferencia estadísticamente significativa entre los grupos con p<0.05 y p<0.01, 
respectivamente. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 
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La activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales incrementa la densidad microglial y 

altera la morfología de la microglía hipocampal. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la activación selectiva de la microglía y 

de los macrófagos parenquimales con quimiogenética sobre la densidad microglial 

y la morfología de estas células, mediante inmunofluorescencia, se visualizó la 

fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 y de DAPI en stratum radiatum del área CA1 

del hipocampo de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq y la cepa 

control Cx3cr1/Cre, previamente administrados con CNO (10 µg) de forma 

intracerebroventricular (figura 26A). Los cerebros se fijaron 60 minutos después de 

la administración de CNO (10 µg). En animales de la cepa control Cx3cr1/Cre 

previamente administrados con CNO (10 µg), se observó una densidad microglial 

de 219.3 ± 22.5 células/mm2 (n = 6 muestras de 3 animales; figura 26B). Las células 

microgliales de la cepa control Cx3cr1/Cre mostraron una morfología ramificada 

(figura 26A), observándose un área de 2.1 ± 0.1 mm2 (n = 52 células), 36.9 ± 2.9 

ramificaciones secundarias (n = 52 células) y un índice de circularidad de 0.2 ± 

2.9x10-2 (n = 52 células; figuras 26C, 26D y 26E). Por otra parte, en animales de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq, previamente administrados con CNO (10 µg), se observó un 

aumento estadísticamente significativo de la densidad microglial (278.4 ± 21.2 

células/mm2; n = 6 muestras de 3 animales; p<0.05; prueba t de Student; figura 

26B), así como en el área microglial (2.6 ± 0.2 mm2; n = 35 células; p<0.05; prueba 

t de Student; figura 26C) y el número de ramificaciones secundarias (53.0 ± 4.6 

ramificaciones; n = 35 células; p<0.01; prueba t de Student; figura 26D), pero no en 

el índice de circularidad (0.1 ± 2.3x10-2 circularidad; n = 35 células; p>0.1; prueba 

de Mann-Whitney; figura 26E). Finalmente, la cuantificación del número de núcleos 

celulares marcados con DAPI no mostró diferencias estadísticamente significativas 

entre los animales de las cepas Cx3cr1/Cre (1185.4 ± 119.7 núcleos/mm2; n = 7 

muestras de 3 animales; figura 26F) y Cx3cr1/hM3Dq (1118.7 ± 70.4 núcleos/mm2; 

n = 7 muestras de 3 animales; p>0.1; prueba t de Student; figura 26F) previamente 

administrados con CNO (10 µg). Juntos, estos resultados muestran que la 

activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales 
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induce un aumento de la densidad microglial, posiblemente debido a la inducción 

de migración y/o de proliferación microglial, como se ha observado en otras 

condiciones experimentales (Casal et al., 2001; Nagamoto-Combs & Combs, 2010; 

Kettenmann et al., 2011; Möller, 2012; Gomes et al., 2013; Szabo et al., 2016; 

Thangthaeng et al., 2018; Franco-Bocanegra et al., 2019; Bowyer et al., 2020), así 

como un cambio estructural de estas células hacia una morfología hipertrófica.  

 
Figura 26. Efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales sobre la densidad microglial en el hipocampo y 
la morfología de estas células en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. A. 
Micrografías de la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 y de DAPI, en 
el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de animales la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq (n = 52 células de 6 muestras de 3 animales) y de la cepa 
control Cx3cr1/Cre (n = 35 células de 6 muestras de 3 animales). 
Adicionalmente se muestra una célula microglial marcada con Iba1 y con DAPI 
(centro) y el análisis de su esqueleto (derecha). Cuantificación de la densidad 
microglial (B), el área microglial (C), el número de ramificaciones secundarias 
(D), el índice de circularidad microglial (E) y la densidad de núcleos celulares 
(F). Nótese que la activación quimiogenética de la microglía y de los 
macrófagos no parenquimales incrementó la densidad microglial en el 
hipocampo y alteró la morfología microglial, aumentando su área y número de 
procesos, pero sin alterar su circularidad. Las comparaciones estadísticas de 
la densidad microglial, del área microglial, del número de ramificaciones 
secundarias y de la densidad de núcleos celulares se llevaron a cabo con la 
prueba t de Student, mientras que las comparaciones estadísticas del índice de 
circularidad fueron hechas con la prueba de Mann-Whitney. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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El efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y la 

inducción de hiperexcitabilidad es mediado por el receptor de la interleucina 

1 (IL1R) en animales anestesiados. 

De acuerdo con resultados de nuestro laboratorio (anexo 8) y con la literatura 

(Hetier et al., 1988; Grace et al., 2018; Liu & Quan, 2018), la manipulación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, a través de 

la activación de los DREADDs hM3Dq expresados en estas células, resulta en un 

aumento de la síntesis y liberación de la molécula proinflamatoria IL1β. Con lo 

anterior, nos propusimos investigar el papel de la IL1β en los efectos de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales 

sobre la actividad del circuito hipocampal, a través de la coadministración 

intracerebroventricular de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) (figura 27A). 

La coadministración intracerebroventricular de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO 

(10 µg) no produjo cambios significativos sobre la excitabilidad hipocampal en 

ratones de las cepas Cx3cr1/Cre (figura 27A), en ninguna de las bandas de 

frecuencia analizadas (Banda ancha = 147.42 ± 28.3 % del basal, p>0.1; Delta = 

170.5 ± 53.0 % del basal, p>0.1; Theta = 193.2 ± 81.6 % del basal, p>0.1; Beta = 

138.9 ± 32.3 % del basal, p>0.1; Gamma = 139.6 ± 25.4 % del basal, p>0.1; n = 6; 

prueba de Friedman; figuras 27B y 27C), en comparación con la actividad basal 

previa a la coadministración de IL1Ra/CNO. Estos datos sugieren que la activación 

de la proteína IL1R no influye en la generación de la actividad oscilatoria 

hipocampal. Por otro lado, en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, la actividad 

electrofisiológica hipocampal no mostró cambios significativos después de la 

coadministración intracerebroventricular de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 

µg; figura 25A), en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha 

= 1047.8 ± 558.8 % del basal, p>0.1; Delta = 540.9 ± 247.0 % del basal, p>0.1; 

Theta = 1344.6 ± 849.5 % del basal, p>0.1; Beta = 2450.2 ± 1366.1 % del basal, 

p>0.1; Gamma = 2075.4 ± 1218.5 % del basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n 

= 6; figuras 27B y 27C), en comparación con la cepa control Cx3cr1/Cre y con la 

actividad basal previa a la administración intracerebroventricular de la combinación 
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IL1Ra/CNO (p>0.1; prueba de Friedman). Estos resultados indican que el 

incremento de la actividad electrográfica hipocampal inducido por la activación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales es 

principalmente mediado por la activación del receptor IL1R tipo 1, probablemente a 

través de su acoplamiento con la IL1β  que, de acuerdo con resultados de nuestro 

laboratorio (Anexo 8) y con la literatura (Grace et al., 2018), es sintetizada y liberada 

por la microglía como resultado de la activación quimiogenética de estas células. 

 

Figura 27. Efecto de la coadministración de la proteína antagonista del receptor 
de la interleucina 1 (IL1Ra) y de CNO sobre la excitabilidad hipocampal en 
animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica hipocampal 
basal y después de la coadministración intracerebroventricular de la proteína 
IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de la aplicación de la 
coadministración de IL1Ra/CNO. Debajo, se observan trazos expandidos de la 
actividad electrofisiológica hipocampal, delimitada por la línea roja punteada, 
en condiciones previas a la administración de la combinación de IL1Ra/CNO 
(trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la administración de la 
combinación de IL1Ra/CNO (trazo de la derecha). B. Espectrogramas de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica hipocampal 
después de la coadministración de IL1Ra/CNO en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja punteada representa 
la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de 
la potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica del 
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hipocampo en las bandas de frecuencia de 1-115 Hz (Banda ancha), 1-4 Hz 
(Delta), 4-10 Hz (Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz (Gamma). Nótese que la 
coadministración de IL1Ra/CNO no produjo cambios significativos sobre la 
excitabilidad hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. La potencia 
en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-
Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas 
de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Con el objetivo de evaluar el papel de la IL1β sobre la potenciación de la inducción 

de actividad epileptiforme que induce la activación quimiogenética de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales, en un grupo separado de animales, se 

administró intracerebroventricularmente la combinación de la proteína ILR1a (5 µg) 

y de CNO (10 µg) y posteriormente se indujo actividad epileptiforme con 4-AP (20 

mg/kg, i.p.; figura 28A). La inducción de actividad epileptiforme en animales de la 

cepa control Cx3cr1/Cre, previamente inyectados de forma intracerebroventricular 

con la combinación IL1Ra/CNO, mostró un incremento sustancial de la amplitud de 

la actividad electrofisiológica hipocampal, acompañado de espigas epileptiformes 

(figura 28A), lo que se reflejó en un aumento de la potencia en todas las bandas de 

frecuencia analizadas (Banda ancha = 2027.4 ± 650.0 % del basal; Delta = 2260.3 

± 1009.2 % del basal; Theta = 1768.4 ± 405.5 % del basal; Beta = 2897.3 ± 1706.6 

% del basal; Gamma = 1815.9 ± 1042.9 % del basal; n = 6; figuras 28B y 28C), 

similar a lo observado en los experimentos anteriormente descritos (figuras 15 y 23). 

En cuanto al efecto de la coadministración de la proteína IL1Ra y de CNO sobre la 

inducción de actividad epileptiforme en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se 

observó que la actividad epileptiforme hipocampal inducida con 4AP (20 mg/kg, i.p.) 

no mostró diferencias estadísticamente significativas (Banda ancha = 6892.3 ± 

3495.5 % del basal, p>0.1; Delta = 3608.5 ± 1841.8 % del basal, p>0.1; Theta = 

8292.1 ± 4196.6 % del basal, p>0.1; Beta = 16542.7 ± 9333.0 % del basal, p>0.1; 

Gamma = 19787.4 ± 11742.5 % del basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; 

figuras 28B y 28C), en comparación con la actividad epileptiforme de los animales 

de la cepa control Cx3cr1/Cre. 
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Figura 28. Efecto de la coadministración de la proteína IL1Ra y de CNO sobre 
la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de 
la actividad electrofisiológica hipocampal basal, durante la coadministración 
intracerebroventricular de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg), así como 
después de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el 
inicio de la coadministración de IL1Ra/CNO y de la aplicación de 4-AP (20 
mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica hipocampal, delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha).  B. 
Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme hipocampal en animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y 
Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja punteada representa la actividad basal 
para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica del hipocampo en 
las bandas de frecuencia de 1-115 Hz (Banda ancha), 1-4 Hz (Delta), 4-10 Hz 
(Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz (Gamma). Nótese que la coadministración 
de IL1Ra/CNO no produjo cambios significativos sobre la inducción 
hiperexcitabilidad con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 

De forma similar, al investigar los efectos de la administración 

intracerebroventricular de la combinación de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 



149 

 

µg) sobre la inducción de actividad epileptiforme hipocampal con PTZ (200 mg/kg, 

i.p.), se observó que los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq desarrollaron actividad 

epileptiforme de forma similar a los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (figura 

29A). El análisis de la potencia de la actividad electrofisiológica no mostró 

diferencias estadísticamente significativas en las bandas de frecuencia analizadas 

entre los animales de las cepas Cx3cr1/Cre (Banda ancha = 1149.9 ± 283.8 % del 

basal; Delta = 2764.3 ± 949.4 % del basal; Theta = 835.2 ± 355.6 % del basal; Beta 

= 471.0 ± 245.8 % del basal; Gamma = 764.7 ± 335.1 % del basal; n = 6; figuras 

29B y 29C) y Cx3cr1/hM3Dq (Banda ancha = 1024.3 ± 368.8 % del basal, p>0.1; 

Delta = 1294.1 ± 472.9 % del basal, p>0.1; Theta = 1058.4 ± 338.1 % del basal, 

p>0.1; Beta = 710.4 ± 291.5 % del basal, p>0.1; Gamma = 593.1 ± 204.8 % del 

basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 29B y 29C).  

 

Figura 29. Efecto de la coadministración de la proteína IL1Ra y de CNO sobre 
la inducción de hiperexcitabilidad con PTZ en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de 
la actividad electrofisiológica hipocampal basal, durante la coadministración 
intracerebroventricular de la proteína IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg), así como 
después de la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el 
inicio de la coadministración de IL1Ra/CNO y de la aplicación de PTZ (200 
mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
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electrofisiológica hipocampal, delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha).  B. 
Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme hipocampal en animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y 
Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja punteada representa la actividad basal 
para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme del hipocampo en las 
bandas de frecuencia de 1-115 Hz (Banda ancha), 1-4 Hz (Delta), 4-10 Hz 
(Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz (Gamma). Nótese que la coadministración 
de IL1Ra/CNO en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq no produjo efectos 
significativos sobre la inducción de hiperexcitabilidad con PTZ (200 mg/kg, i.p.). 
La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba 
de Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de 
las bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

Finalmente, para examinar el papel del receptor IL1R sobre la exacerbación de la 

hiperexcitabilidad ya establecida, que resulta de la activación quimiogenética de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales, en un grupo independiente de 

animales, se indujo hiperexcitabilidad mediante la administración sistémica de 4-AP 

(20 mg/kg, i.p.) y, una vez desarrollada la hiperexcitabilidad, los animales fueron 

inyectados de forma intracerebroventricular con la combinación de la proteína ILR1a 

(5 µg) y de CNO (10 µg; figura 30A). La coadministración de la proteína IL1Ra (5 

µg) y de CNO (10 µg) durante la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, 

i.p.) no afectó la actividad epileptiforme ya establecida en animales de la cepa 

Cx3cr1/Cre (figura 30A), no observándose cambios significativos en la potencia en 

todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 128.4 ± 8.8 % del basal, 

p>0.1; Delta = 112.0 ± 10.9 % del basal, p>0.1; Theta = 168.5 ± 33.5 % del basal, 

p>0.1; Beta = 170.3 ± 25.8 % del basal, p>0.1; Gamma = 202.6 ± 65.4 % del basal, 

p>0.1; prueba de Friedman; n = 6; figuras 30B y 30C), en comparación con la 

actividad epileptiforme previa a la coadministración de IL1Ra/CNO. Estos datos 

sugieren que la activación del IL1R no es necesaria para la actividad epileptiforme 

ya establecida. Por otro lado, la coadministración de la combinación de la proteína 

IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg) durante la actividad epileptiforme en animales de la 

cepa Cx3cr1/hM3Dq mostró un aumento sustancial de la amplitud de la actividad 

epileptiforme (figura 30A), reflejándose en un aumento estadísticamente 

significativo de la potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda 
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ancha = 524.5 ± 127.1 % del basal, p<0.01; Delta = 498.1 ± 262.5 % del basal, 

p<0.05; Theta = 540.9 ± 93.3 % del basal, p<0.01; Beta = 687.9 ± 122.7 % del basal, 

p<0.01; Gamma = 1009.6 ± 176.5 % del basal, p<0.01; prueba de Kruskal-Wallis; n 

= 6; figuras 30B y 30C), en comparación con los animales la cepa control 

Cx3cr1/Cre. 

 

Figura 30. Efecto de la coadministración de la proteína IL1Ra y de CNO sobre 
la hiperexcitabilidad ya establecida en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal, después de la administración de 4-AP (20 
mg/kg, i.p.) y durante la coadministración de la combinación de la proteína 
IL1Ra (5 µg) y de CNO (10 µg). Las flechas indican el inicio de la aplicación de 
4-AP (20 mg/kg, i.p.) y de la coadministración de IL1Ra/CNO. Debajo, se 
observan trazos expandidos de la actividad epileptiforme hipocampal, 
delimitada por la línea roja punteada, antes de la coadministración de 
IL1Ra/CNO (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de su administración 
(trazo de la derecha).  B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% del 
basal) de la actividad epileptiforme hipocampal en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). La línea roja punteada representa 
la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de 
la potencia normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme del 
hipocampo en las bandas de frecuencia de 1-115 Hz (Banda ancha), 1-4 Hz 
(Delta), 4-10 Hz (Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz (Gamma). Nótese que la 
administración de la proteína IL1Ra (5 µg) no bloquea el efecto de la activación 
selectiva de la microglía en los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. La potencia 
en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-
Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas 
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de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Estos resultados indican que la exacerbación de la excitabilidad hipocampal y de la 

inducción de hiperexcitabilidad que resulta de la activación quimiogenética de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales está mediada principalmente por 

la activación del receptor IL1R tipo 1. Resultados de nuestro laboratorio (anexo 7) 

y de otros grupos de trabajo (Grace et al., 2018), han mostrado que la activación 

quimiogenética de la microglía conlleva a la síntesis y liberación de IL1β, por lo que 

es probable que el efecto proepileptiforme inducido por la activación quimiogenética 

de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, observado en nuestros 

experimentos, pueda ser mediado por la síntesis y liberación de IL1β, seguido de 

la activación de su receptor IL1R tipo 1 en las neuronas hipocampales. Por otro 

lado, la exacerbación de la hiperexcitabilidad ya establecida no fue bloqueada por 

la administración de la proteína IL1Ra (5 µg), sugiriendo que los efectos de la 

activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales 

durante la actividad epileptiforme no están mediados por la activación del IL1R. 

La administración intracerebroventricular de IL1β exacerba la 

excitabilidad hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad en animales 

anestesiados. 

Para investigar más a fondo la posible participación de la IL1β en los efectos 

inducidos por la activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y la inducción de 

hiperexcitabilidad, se administró IL1β (100 ng) o su vehículo (PBS) de forma 

intracerebroventricular en animales anestesiados de la cepa C57BL/6J y se 

observaron sus efectos sobre la actividad electrofisiológica hipocampal y la 

hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y PTZ (200 mg/kg, i.p.; figuras 

31, 32, 33 y 34). Primero, se investigó el efecto de la administración 

intracerebroventricular de la IL1β (100 ng) sobre la excitabilidad hipocampal (figura 

31A). Similar a lo observado con anterioridad (figura 8), la administración 

intracerebroventricular de PBS no produjo cambios en la amplitud de la actividad 

electrográfica hipocampal (figura 31A), así como ningún cambio significativo de la 
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potencia en ninguna las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 143.4 ± 

48.4 % del basal, p>0.1; Delta = 141.8 ± 49.5 % del basal, p>0.1; Theta = 160.6 ± 

61.1 % del basal, p>0.1; Beta = 115.4 ± 11.3 % del basal, p>0.1; Gamma = 94.5 ± 

13.2 % del basal, p>0.1; prueba de Friedman; n = 6; figuras 31B y 31C), comparado 

con la actividad electrofisiológica basal previa a la administración de vehículo. Sin 

embargo, la administración intracerebroventricular de IL1β (100 ng) resultó en  un 

incremento sustancial de la actividad electrofisiológica del hipocampo acompañado 

de espigas epileptiformes (figura 31A), reflejándose en un aumento significativo de 

la potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1802.7 ± 

517.4 % del basal, p<0.01; Delta = 1649.8 ± 488.6 % del basal, p<0.01; Theta = 

2769.8 ± 974.4 % del basal, p<0.01; Beta = 1807.4 ± 521.1 % del basal, p<0.05; 

Gamma = 883.6 ± 232.0 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; 

figuras 31B y 31C), en comparación con los animales inyectados 

intracerebroventricularmente con vehículo. 

 

Figura 31. Efecto de la administración intracerebroventricular de interleucina 1β 
(IL1β) o de su vehículo (PBS) sobre la actividad electrofisiológica del 
hipocampo de animales anestesiados. A. Trazos representativos de larga 
duración de la actividad electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la 
administración de IL1β (100 ng) o de su vehículo. Las flechas indican el inicio 
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de la aplicación de IL1β (100 ng) o de su vehículo. Debajo, se observan trazos 
expandidos de la actividad electrofisiológica del hipocampo delimitada por la 
línea roja punteada, en condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos 
después de la administración de IL1β (100 ng) o de su vehículo (trazo de la 
derecha) B. Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad electrofisiológica hipocampal después de la administración de IL1β 
(100 ng; n = 6) o de su vehículo (n = 6). La línea roja punteada representa la 
actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica del 
hipocampo en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta 
(1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja 
punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % del basal) para 
cada una de las bandas de frecuencia analizadas. Nótese que la administración 
del IL1β (100 ng) exacerba la excitabilidad hipocampal en todas las bandas de 
frecuencia analizadas. * y ** denotan una diferencia estadísticamente 
significativa con p<0.05 y p<0.01, respectivamente, comparado contra el grupo 
tratado con vehículo. Nótese que la actividad electrofisiológica hipocampal 
aumenta sustancialmente después de la administración de IL1β (100 ng). La 
potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de 
Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las 
bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

Posteriormente, con el objetivo de investigar el efecto de la IL1β sobre la inducción 

de hiperexcitabilidad, en un grupo independiente de animales se administró IL1β 

(100 ng) o su vehículo (PBS) de forma intracerebroventricular y después se indujo 

actividad epileptiforme con 4-AP (20 mg/kg, i.p.; figura 32A). En animales 

previamente inyectados con vehículo, se observó la aparición de actividad 

epileptiforme caracterizada por un aumento sustancial de la actividad 

electrofisiológica de fondo, acompañado de espigas epileptiformes (figura 32A), 

reflejándose en un incremento sustancial de la potencia de la actividad epileptiforme 

en todas las bandas de frecuencia (Banda ancha = 1372.5 ± 321.2 % del basal; 

Delta = 2031.4 ± 628.7 % del basal; Theta = 1465.3 ± 429.7 % del basal; Beta = 

1523.3 ± 466.6 % del basal; Gamma = 1072.7 ± 300.4 % del basal; n = 6; figuras 

32B y 32C). De forma similar, en los animales previamente inyectados con IL1β, la 

administración sistémica de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) produjo la aparición de actividad 

epileptiforme hipocampal (figura 32A), sin embargo, en comparación con los 

animales administrados con vehículo, se observó un incremento mayor de la 

potencia en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 6218.8 ± 

1610.0 % del basal, p<0.01; Delta = 15987.4 ± 488.6 % del basal, p<0.05; Theta = 
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7389.3 ± 1379.9 % del basal, p<0.01; Beta = 4938.8 ± 1070.6 % del basal, p<0.05; 

Gamma = 2798.8 ± 569.7 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal.-Wallis; n = 6; 

figuras 32B y 32C). 

 

Figura 32. Efecto de la administración intracerebroventricular de IL1β o de su 
vehículo (PBS) sobre la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en animales 
anestesiados. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la administración de IL1β (100 
ng) o de su vehículo, seguido de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Las 
flechas indican el inicio de la aplicación de IL1β (100 ng) o de su vehículo y de 
4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha) B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme de 
animales administrados con IL1β (100 ng; n = 6) o con vehículo (n = 6). La línea 
roja punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del 
basal). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad epileptiforme en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de 
frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 
Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % 
del basal) para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. * y ** denotan 
una diferencia estadísticamente significativa con p<0.05 y p<0.01, 
respectivamente, comparado contra el grupo tratado con vehículo. Nótese que 
la administración de IL1β (100 ng) aumenta sustancialmente la 
hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). La potencia 
en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-
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Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas 
de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Así mismo, la administración intracerebroventricular de IL1β (100 ng) mostró efectos 

proepileptiformes sobre la inducción de hiperexcitabilidad hipocampal con PTZ (200 

mg/kg, i.p.; figura 33A). El análisis de la potencia de la actividad epileptiforme de los 

animales previamente administrados con IL1β (100 ng) mostró un incremento mayor 

de la actividad epileptiforme inducida con PTZ (200 mg/kg, i.p.) en todas las bandas 

de frecuencia analizadas (Banda ancha = 84520.9 ± 75005.9 % del basal, p<0.01; 

Delta = 83579.2 ± 55385.2 % del basal, p<0.05; Theta = 95302.9 ± 76170.7 % del 

basal, p<0.01; Beta = 119783.8 ± 115628.8 % del basal, p<0.01; Gamma = 64588.0 

± 61639.0 % del basal, p<0.05; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 33B y 33C), 

comparada con la potencia de la actividad epileptiforme inducida con PTZ (200 

mg/kg, i.p.) de los animales previamente inyectados con vehículo (Banda ancha = 

893.1 ± 164.4 % del basal; Delta = 1544.1 ± 442.6 % del basal; Theta = 985.6 ± 

284.4 % del basal; Beta = 616.5 ± 110.6 % del basal; Gamma = 645.1 ± 186.6 % 

del basal; n = 6; figuras 33B y 33C).  
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Figura 33. Efecto de la administración intracerebroventricular de IL1β sobre la 
inducción de hiperexcitabilidad con PTZ en animales anestesiados. A. Trazos 
representativos de la actividad electrofisiológica hipocampal basal, durante la 
administración intracerebroventricular de IL1β (100 ng) o de su vehículo y de 
PTZ (200 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el inicio de la aplicación de IL1β (100 
ng) o de su vehículo y de PTZ (200 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos 
expandidos de la actividad electrofisiológica hipocampal, delimitada por la línea 
roja punteada, en condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos 
después de la administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha).  B. 
Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme hipocampal de los animales inyectados de forma 
intracerebroventricular con IL1β (100 ng; n = 6) o con su vehículo (n = 6). La 
línea roja punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % 
del basal). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la 
actividad epileptiforme hipocampal en las bandas de frecuencia de 1-115 Hz 
(Banda ancha), 1-4 Hz (Delta), 4-10 Hz (Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz 
(Gamma). * y ** denotan una diferencia estadísticamente significativa con 
p<0.05 y p<0.01, respectivamente, comparado contra el grupo tratado con 
vehículo. Nótese que la coadministración de IL1β (100 ng) exacerba la 
inducción de hiperexcitabilidad con PTZ (200 mg/kg, i.p.). La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis 
y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Por último, se investigó el efecto de la administración de IL1β (100 ng) sobre la 

hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Para ello, en un grupo 
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independiente de animales, se indujo hiperexcitabilidad con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y, 

una vez establecida la actividad epileptiforme, se administró IL1β (100 ng) de forma 

intracerebroventricular para observar sus efectos sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal durante 30 minutos (figura 34A). La administración de 

4-AP (20 mg/kg, i.p.) produjo un aumento de la actividad electrofisiológica de fondo 

acompañado de espigas epileptiformes (figura 34A). La administración 

intracerebroventricular de vehículo durante la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP 

(20 mg/kg, i.p.) no alteró significativamente esta actividad (figura 34A), en ninguna 

de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 168.5 ± 38.4 % del basal, 

p>0.1; Delta = 164.3 ± 39.1 % del basal, p>0.1; Theta = 161.6 ± 39.8 % del basal, 

p>0.1; Beta = 209.3 ± 47.1 % del basal, p>0.1; Gamma = 317.4 ± 122.4 % del basal, 

p>0.1; prueba de Friedman; n = 6; figuras 34B y 34C), comparado con la 

hiperexcitabilidad previa a la administración de vehículo. De forma similar, la 

administración intracerebroventricular de IL1β (100 ng) durante la hiperexcitabilidad 

inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) no modificó significativamente esta actividad 

(figura 34A), en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 

380.0 ± 134.0 % del basal, p>0.1; Delta = 527.4 ± 289.6 % del basal, p>0.1; Theta 

= 381.8 ± 122.5 % del basal, p>0.1; Beta = 291.3 ± 82.4 % del basal, p>0.1; Gamma 

= 233.2 ± 58.7 % del basal, p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; n = 6; figuras 34B y 

34C), en comparación con los animales administrados con vehículo. 
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Figura 34. Efecto de la administración intracerebroventricular de IL1β sobre la 
hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP en animales anestesiados. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica hipocampal 
basal y posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), seguido de la 
administración de IL1β (100 ng) o de su vehículo (PBS). Las flechas indican el 
inicio de la aplicación de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y de la administración de IL1β 
(100 ng) o de su vehículo. Debajo, se observan trazos expandidos de la 
actividad epileptiforme hipocampal delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones previas a la administración de IL1β (100 ng) o de su vehículo (trazo 
de la izquierda) y 30 minutos después de la administración de IL1β (100 ng) o 
de su vehículo (trazo de la derecha). B. Espectrogramas de la potencia 
normalizada (% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después de la 
administración de IL1β (100 ng; n = 6) o de su vehículo (n = 6). La línea roja 
punteada representa la hiperexcitabilidad previa a la administración de IL1β 
(100 ng) o de su vehículo (100 % de 4-AP). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después de la 
administración de IL1β (100 ng) o de su vehículo en la banda ancha (1-115 Hz) 
y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) 
y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de la 
actividad epileptiforme previa a la administración de IL1β (100 ng) o de su 
vehículo (100 % de 4-AP) para cada una de las bandas de frecuencia 
analizadas. Nótese que la administración de IL1β (100 ng) no modifica la 
hiperexcitabilidad hipocampal ya inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). La 
potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de 
Kruskal-Wallis y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las 
bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 
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En conjunto, estos resultados indican que la IL1β es capaz de incrementar la 

excitabilidad hipocampal y de promover la inducción de hiperexcitabilidad, 

independientemente de si la hiperexcitabilidad fue inducida con 4-AP o con PTZ, 

que, como se mencionó anteriormente, son modelos experimentales de 

hiperexcitabilidad con mecanismos ictogénicos diferentes (Gustafsson et al., 1984; 

Squires et al., 1984; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Velisek, 2006; Luszcki & 

Czuczwar, 2005; Wang et al., 2022). Esto sugiere que el efecto de la activación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales sobre la 

excitabilidad hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad podría estar mediado 

por el acoplamiento de la IL1β, previamente sintetizada y liberada por la microglía y 

los macrófagos no parenquimales como resultado de la activación quimiogenética 

(Anexo 8; Grace et al., 2018), con el IL1R tipo 1, que se encuentra mayoritariamente 

expresado en las neuronas hipocampales (Viviani et al., 2006). 
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Inhibición quimiogenética de la activación de la microglía y de los macrófagos 

no parenquimales. 

Con el objetivo de investigar el efecto de la inhibición selectiva de la activación 

microglial y de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal 

y sobre la hiperexcitabilidad, se llevaron a cabo experimentos utilizando animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di, que expresan a los DREADDs hM4Di en la 

microglía y en los macrófagos no parenquimales.  

Caracterización de la expresión de los DREADDs hM4Di en animales de 

la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Se caracterizó la expresión del DREADDs hM4Di en animales de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di. Para ello, mediante inmunofluorescencia, se observó la expresión 

de la proteína fluorescente mCitrina que se encuentra expresada de forma 

constitutiva en las células que expresan los DREADDs. Adicionalmente, la marca 

fluorescente de la proteína de fusión hM4Di-mCitrina se colocalizó con la 

fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1y con DAPI. En muestras histológicas del área 

CA1 del hipocampo de animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di (n = 17 rebanadas de 6 

animales), la marca fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 evidenció la presencia de 

células microgliales con morfología ramificada (figura 35A), mientras que la marca 

fluorescente de la proteína de fusión hM4Di-mCitrina se observó como puncta de 

fluorescencia (figura 35A), similar a lo obtenido en los animales de la cepa 

Cx3cr1/hM3Dq (figura 20A). Se observó que la marca fluorescente de la proteína 

de fusión hM4Di-mCitrina colocalizó con la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-

Iba1 en el 66.2 ± 5.2 % de las células positivas a Iba1 (flechas blancas, figuras 35A 

y 35B). Adicionalmente, se observó que el 33.7 ± 5.2 % de las células positivas a 

Iba1 no colocalizaron con la marca fluorescente de la proteína de fusión hM4Di-

mCitrina (figura 35A). Es importante resaltar que, de la misma forma que con los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, no se observó marca fluorescente de la 

proteína de fusión hM4Di-mCitrina que no coincidiera con la marca fluorescente del 

anticuerpo anti-Iba1 (figura 35A), sugiriendo que el DREADD hM4Di se expresó 

exclusivamente en la microglía y en los macrófagos no parenquimales de los 
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espacios perivasculares (Anexo 4), debido a que estas células también expresan el 

gen Cx3cr1 (Shemer et al., 2018; Van Hove et al., 2019). Lo anterior, sugiere que 

los DREADDs hM4Di también podrían estar expresados en los macrófagos no 

parenquimales de las meninges o de los plexos coroideos, que también expresan 

el gen Cx3cr1 (Utz & Greter, 2019), sin embargo, no se verificó su expresión en 

estas zonas. Asimismo, para corroborar que la proteína de fusión hM4Di-mCitrina 

colocalizara con las células marcadas con el anticuerpo anti-Iba1, se adquirió un 

bloque de imágenes a diferentes profundidades utilizando un microscopio confocal, 

abarcando la totalidad del soma de la célula observada (n = 2 células; figura 35C). 

Las imágenes mostraron que la fluorescencia de la proteína de fusión hM4Di-

mCitrina colocaliza con la fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 en el soma de la 

célula marcada (figura 35C), así como en algunos de sus procesos. 

 

Figura 35. Caracterización de la expresión de la proteína de fusión hM4Di-
mCitrina en animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. A. Micrografías de la 
inmunofluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 (izquierda, rojo), de la proteína de 
fusión hM4Di-mCitrina (centro, amarillo) y de su combinación con DAPI 
(derecha, azul), en el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de un 
animal de la cepa Cx3cr1/hM4Di. Las flechas blancas indican células positivas 
a Iba1 y a la proteína de fusión hM4Di-mCitrina. Obsérvese que la fluorescencia 
de la proteína de fusión hM4Di-mCitrina se observó como puncta de 
fluorescencia y que colocaliza con la marca fluorescente del anticuerpo anti-
Iba1. B. Proporción de células positivas a Iba1 que expresaron a la proteína de 
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fusión hM4Di-mCitrina (n = 17 rebanadas de 6 animales). C. Z-stack de una 
célula marcada con el anticuerpo anti-Iba1 y con la proteína de fusión hM4Di-
mCitrina (n = 2 células). Nótese que la marca fluorescente de la proteína de 
fusión hM4Di-mCitrina colocalizó con la marca fluorescente del anticuerpo anti-
Iba1 en la totalidad del soma de la célula observada. 

La activación de los DREADDs hM4Di en la microglía y en los 

macrófagos no parenquimales inhibe la excitabilidad hipocampal en animales 

anestesiados. 

Con la finalidad de caracterizar la influencia de la inhibición quimiogenética de la 

activación microglial y de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad 

hipocampal, se administró CNO (10 µg) de forma intracerebroventricular en ratones 

anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di y se observaron sus efectos 

sobre la actividad electrofisiológica hipocampal durante 30-40 minutos (figura 36A). 

Previo a la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg), se caracterizó la 

actividad electrofisiológica hipocampal de los animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di y 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas con respecto a la cepa 

control Cx3cr1/Cre (Anexo 9). Similar a lo observado anteriormente (figura 21A), la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales de la cepa 

Cx3cr1/Cre no ejerció efectos significativos sobre la actividad electrofisiológica del 

hipocampo (figura 36A), en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda 

ancha = 95.0 ± 3.0 % del basal, p>0.1; Delta = 96.6 ± 6.4 % del basal; Theta = 99.7 

± 6.0 % del basal, p>0.1; Beta = 106.5 ± 10.8 % del basal, p>0.1; Gamma = 103.0 

± 7.9 % del basal, p>0.1; prueba de Friedman; n = 6; figuras 36B y 36C), en 

comparación con la actividad electrofisiológica previa a la administración 

intracerebroventricular de CNO (10 µg). Sin embargo, la administración 

intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di produjo una reducción de la amplitud de la actividad 

electrofisiológica hipocampal (figura 36A), que se vio reflejada en una disminución 

estadísticamente significativa de la potencia en todas las bandas de frecuencia 

analizadas (Banda ancha = 34.0 ± 5.6 % del basal, p<0.001; Delta = 37.6 ± 9.6 % 

del basal, p<0.001; Theta = 31.4 ± 8.5 % del basal, p<0.001; Beta = 34.2 ± 6.4 % 
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del basal, p<0.001; Gamma = 44.9 ± 8.4 % del basal, p<0.001; prueba ANOVA de 

una vía; n = 6; figuras 36B y 36C), en comparación con la cepa control Cx3cr1/Cre. 

 

 

Figura 36. Efecto de la inhibición quimiogenética de la activación microglial y 
de los macrófagos no parenquimales sobre la actividad electrofisiológica del 
hipocampo de ratones anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. 
A. Trazos representativos de la actividad electrofisiológica hipocampal basal y 
después de la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en 
animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. B. Espectrogramas de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica hipocampal 
después de la administración de CNO en animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n 
= 6) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6). La línea roja punteada representa la actividad 
basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de la potencia 
normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica del hipocampo en 
las bandas de frecuencia de 1-115 Hz (Banda ancha), 1-4 Hz (Delta), 4-10 Hz 
(Theta), 10-30 Hz (Beta) y 30-115 Hz (Gamma). Nótese que la administración 
intracerebroventricular de CNO (10 µg) produce una disminución sustancial de 
la excitabilidad hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. *** denota 
una diferencia estadísticamente significativa con p<0.001, comparado contra la 
cepa control Cx3cr1/Cre. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba ANOVA de una vía y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 
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Estos resultados muestran que la inhibición selectiva de la activación microglial y 

de los macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs 

hM4Di expresados en estas células, disminuye la excitabilidad del circuito 

hipocampal, sugiriendo que la microglía y los macrófagos no parenquimales se 

encuentra basalmente activada y que influye en el mantenimiento de la actividad 

electrofisiológica basal del circuito hipocampal. 

La activación de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales bloquea parcialmente la inducción de 

hiperexcitabilidad en animales anestesiados. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la inhibición selectiva de la activación 

microglial y de los macrófagos no parenquimales sobre la inducción de 

hiperexcitabilidad, se administró CNO (10 µg) de forma intracerebroventricular y 

posteriormente se administró sistémicamente 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales 

anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. La administración 

sistémica de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/Cre, 

previamente inyectados con CNO (10 µg), indujo hiperexcitabilidad (figura 37A), 

similar a la observada en resultados descritos previamente (figura 14, 23, 22, 28), 

lo que se reflejó en un aumento de la potencia de la actividad electrofisiológica 

hipocampal en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1663.5 

± 159.9 % del basal; Delta = 2621.4 ± 286.2 % del basal; Theta = 1489.4 ± 220.8 % 

del basal; Beta = 1300.1 ± 253.7 % del basal; Gamma = 1613.3 ± 603.1 % del basal; 

n = 6; figuras 37B y 37C). Por otra parte, en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM4Di, previamente administrados con CNO (10 µg) de forma 

intracerebroventricular, la aplicación de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) también indujo 

hiperexcitabilidad (figura 37A). Sin embargo, la hiperexcitabilidad observada en los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di administrados con CNO (10 µg) fue 

significativamente menor en todas las bandas de frecuencia analizadas (Banda 

ancha = 484.5 ± 80.2 % del basal, p<0.001; Delta = 411.9 ± 76.8 % del basal, 

p<0.001; Theta = 485.3 ± 97.5 % del basal, p<0.01; Beta = 855.3 ± 173.1 % del 
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basal, p<0.05; Gamma = 737.4 ± 199.1 % del basal, p<0.01; prueba ANOVA de una 

vía; n = 6; figuras 37B y 37C), con respecto a la cepa control Cx3cr1/Cre. 

 

Figura 37. Efecto de la inhibición quimiogenética de la activación microglial y 
de los macrófagos no parenquimales sobre la inducción de hiperexcitabilidad 
hipocampal con 4-AP en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM4Di. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la administración 
intracerebroventricular de CNO (10 µg), seguido de la administración de 4-AP 
(20 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el inicio de la aplicación de CNO (10 µg) y 
de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha) B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme de 
animales anestesiados de las cepas Cxcr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6) 
previamente administrados con CNO (10 µg). La línea roja punteada representa 
la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). C. Cuantificación de 
la potencia normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme en la banda 
ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), 
beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la 
potencia de la actividad basal (100 % del basal) para cada una de las bandas 
de frecuencia analizadas. Nótese que la administración intracerebroventricular 
de CNO (10 µg) disminuye la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-AP 
(20 mg/kg, i.p.) en animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. *, ** y *** denotan una 
diferencia estadísticamente significativa con p<0.05, p<0.01 y p<0.001, 
respectivamente, comparado contra la cepa control Cx3cr1/Cre. La potencia en 
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las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba ANOVA de una 
vía y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Asimismo, para examinar si el efecto antiepileptiforme de la inhibición 

quimiogenética de la activación microglial y de los macrófagos no parenquimales 

es generalizable a toda la actividad epileptiforme, se realizaron experimentos en 

donde se administró CNO (10 µg) de forma intracerebroventricular seguido de la 

administración sistémica del fármaco convulsivante PTZ (200 mg/kg, i.p.; figura 

38A). En un grupo independiente de animales de la cepa control Cx3cr1/Cre, 

previamente inyectados de forma intracerebroventricular con CNO (10 µg), la 

administración sistémica de PTZ (200 mg/kg, i.p.) indujo hiperexcitabilidad 

caracterizada por espigas epileptiformes de alto voltaje y un incremento ligero de la 

amplitud de la actividad electrofisiológica de fondo (figura 38A), similar a lo 

observado en resultados anteriores (figuras 23, 29 y 32). La aparición de esta 

actividad epileptiforme se reflejó en un aumento sustancial de la potencia en todas 

las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 1324.1 ± 336.3 % del basal; 

Delta = 2730.4 ± 741.4 % del basal; Theta = 1415.3 ± 492.4 % del basal; Beta = 

8873 ± 217.3 % del basal; Gamma = 1260.9 ± 366.0% del basal; n = 6; figuras 38B 

y 38C). Por otro lado, en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di 

previamente inyectados de forma intracerebroventricular con CNO (10 µg), la 

inducción de hiperexcitabilidad con PTZ (200 mg/kg, i.p.) se bloqueó parcialmente, 

pues estos animales exhibieron espigas epileptiformes de menor voltaje (figura 

38A) y un incremento estadísticamente menor de la potencia en todas las bandas 

de frecuencia analizadas (Banda ancha = 271.5 ± 54.1 % del basal, p<0.01; Delta 

= 5578 ± 128.8 % del basal, p<0.001; Theta = 148.2 ± 25.1 % del basal, p<0.001; 

Beta = 115.7 ± 33.2 % del basal, p<0.05; Gamma = 210.7 ± 58.4 % del basal, 

p<0.01; prueba ANOVA de una vía; n = 6; figuras 38B y 38C), con respecto a la 

cepa control Cx3cr1/Cre. 
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Figura 38. Efecto de la inhibición quimiogenética de la activación microglial y 
de los macrófagos no parenquimales sobre la inducción de hiperexcitabilidad 
hipocampal con PTZ en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM4Di. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal y posterior a la administración 
intracerebroventricular de CNO (10 µg), seguido de la administración de PTZ 
(200 mg/kg, i.p.). Las flechas indican el inicio de la aplicación de CNO (10 µg) 
y de PTZ (200 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la 
actividad electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, 
en condiciones basales (trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la 
administración de PTZ (200 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha) B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad epileptiforme de 
animales de las cepas Cxcr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6) previamente 
administrados de forma intracerebroventricular con CNO (10 µg). La línea roja 
punteada representa la actividad basal para ambos grupos (100 % del basal). 
C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta 
(1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja 
punteada representa la potencia de la actividad basal (100 % del basal) para 
cada una de las bandas de frecuencia analizadas. Nótese que la 
hiperexcitabilidad hipocampal inducida con PTZ (200 mg/kg, i.p.) en animales 
anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di fue parcialmente bloqueada tras la 
administración intracerebroventricular de CNO (10 µg). *, ** y *** denotan una 
diferencia estadísticamente significativa con p<0.05, p<0.01 y p<0.001, 
respectivamente, comparado contra la cepa control Cx3cr1/Cre. La potencia en 
las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba ANOVA de una 
vía y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
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frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 

Estos resultados sugieren que la inhibición quimiogenética de la activación 

microglial y de los macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los 

DREADDs hM4Di expresados en estas células, es capaz de bloquear parcialmente 

la inducción de hiperexcitabilidad, independientemente del mecanismo utilizado 

para producirla.  

La activación de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales no modula la hiperexcitabilidad ya 

inducida en animales anestesiados. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la inhibición selectiva de la activación 

microglial sobre la hiperexcitabilidad ya inducida, se indujo hiperexcitabilidad 

mediante la aplicación sistémica de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), seguido de la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales anestesiados 

de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di (figura 39A).  El análisis de la potencia de 

la actividad epileptiforme previa a la administración intracerebroventricular de CNO 

(10 µg) no mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las 

bandas de frecuencia analizadas entre animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 

Cx3cr1/hM4Di (Anexo 10). La administración intracerebroventricular de CNO 

(10µg) en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/Cre no afectó 

significativamente la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en 

ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 163.4 ± 20.6 % 

de 4-AP, p>0.1; Delta = 167.4 ± 33.0 % de 4-AP, p>0.1; Theta = 192.2 ± 27.7 % de 

4-AP, p>0.1; Beta = 135.6 ± 13.5 % de 4-AP, p>0.1; Gamma = 156.9 ± 20.0 % de 

4-AP, p>0.1; prueba de Friedman; n = 6; figuras 39B y 39C), en comparación con 

la hiperexcitabilidad previa a la administración intracerebroventricular de CNO (10 

µg). Asimismo, en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di, la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) durante la hiperexcitabilidad 

inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) no modificó de forma significativa la actividad 

epileptiforme (figura 39A), así como la potencia de esta actividad en ninguna de las 

bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 161.1 ± 28.4 % de 4-AP, p>0.1; 
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Delta = 155.3 ± 43.7 % de 4-AP, p>0.1; Theta = 192.9 ± 24.9 % de 4-AP, p>0.1; 

Beta = 184.7 ± 22.1 % de 4-AP, p>0.1; Gamma = 231.4 ± 54.2 % de 4-AP, p>0.1; 

prueba ANOVA de una vía; n = 6; figuras 39B y 39C), en comparación con la cepa 

control Cx3cr1/Cre. 

 

Figura 39. Efecto de la inhibición quimiogenética de la activación microglial y 
de los macrófagos no parenquimales sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 
4-AP en animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. A. 
Trazos representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica 
hipocampal basal y posterior a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.), 
seguido de la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg), en 
animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. Las flechas 
indican el inicio de la aplicación de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) y de la administración 
intracerebroventricular de CNO (10 µg). Debajo, se observan trazos 
expandidos de la actividad epileptiforme hipocampal delimitada por la línea roja 
punteada, en condiciones previas a la administración intracerebroventricular de 
CNO (10 µg; trazo de la izquierda) y 30 minutos después de la administración 
intracerebroventricular de CNO (10 µg; trazo de la derecha). B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después 
de la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales 
anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6). La línea 
roja punteada representa la actividad epileptiforme previa a la administración 
intracerebroventricular de CNO (100 % de 4-AP). C. Cuantificación de la 
potencia normalizada (% de 4-AP) de la actividad epileptiforme después de la 
administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en la banda ancha (1-
115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-
30 Hz) y gamma (30-115 Hz). La línea roja punteada representa la potencia de 
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la actividad epileptiforme previa a la administración intracerebroventricular de 
CNO (100 % de 4-AP) para cada una de las bandas de frecuencia analizadas. 
Nótese que la inhibición quimiogenética de la activación microglial no modifica 
hiperexcitabilidad hipocampal ya inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.). La 
potencia en las distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba 
ANOVA de una vía y una corrección por comparaciones múltiples, a través de 
las bandas de frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

Estos resultados indican que, durante la actividad epileptiforme, la inhibición 

quimiogenética de la activación microglial y de los macrófagos no parenquimales, 

a través de la activación de los DREADDs hM4Di expresados en estas células, no 

modula la hiperexcitabilidad ya inducida.  

La activación de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales no altera la densidad microglial en el 

hipocampo ni la morfología de estas células. 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la inhibición selectiva de la activación 

microglial y de los macrófagos no parenquimales con quimiogenética sobre la 

densidad microglial y la morfología de estas células, mediante inmunofluorescencia, 

se visualizó la fluorescencia del anticuerpo anti-Iba1 y de DAPI en stratum radiatum 

del área CA1 del hipocampo de animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di y 

la cepa control Cx3cr1/Cre, previamente administrados de forma 

intracerebroventricular con CNO (10 µg; figura 40A). Similar a lo observado 

previamente (figura 26), en animales de la cepa control Cx3cr1/Cre previamente 

administrados de forma intracerebroventricular con CNO (10 µg), se observó una 

densidad microglial de 218.0 ± 19.4 células / mm2 (n = 7 muestras de 3 animales; 

figura 40B). Las células microgliales de la cepa control Cx3cr1/Cre mostraron una 

morfología ramificada (figura 40A), observándose un área de 2.1 ± 0.1 mm2 (n = 60 

células; figura 40C), 34.6 ± 2.5 ramificaciones secundarias (n = 60 células; figura 

40D) y un índice de circularidad de 0.2 ± 2.4x10-2 (n = 60 células; figura 40E). Por 

otra parte, en animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di previamente administrados de 

forma intracerebroventricular con CNO (10 µg) no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a la densidad microglial (202.4 ± 8.3 

células / mm2; n = 7 muestras de 3 animales; p>0.01; prueba t de Student; figura 
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40B), así como en el área microglial (2.1 ± 0.1 mm2; n = 60 células; p>0.1; prueba 

de Mann-Whitney; figura 40C), el número de ramificaciones secundarias (34.93 ± 

2.3 ramificaciones; n = 60 células; p>0.1; prueba de Mann-Whitney; figura 40D) y 

en el índice de circularidad (0.2 ± 2.2x10-2 circularidad; n = 60 células; p>0.1; prueba 

de Mann-Whitney; figura 40E). Asimismo, la cuantificación de los núcleos celulares 

marcados con DAPI no mostró diferencias estadísticamente significativas entre 

animales de las cepas Cx3cr1/Cre (1185.4 ± 119.7 núcleos/mm2; n = 7 muestras 

de 3 animales; figura 38F) y Cx3cr1/hM4Di (1350.8 ± 121.1 núcleos/mm2; n = 7 

muestras de 3 animales; p>0.1; prueba t de Student; figura 40F) previamente 

administrados de forma intracerebroventricular con CNO (10 µg). Estos datos 

indican que la inhibición quimiogenética de la activación microglial y de los 

macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs hM4Di 

expresados en estas células, no altera la densidad y la morfología de la microglía 

hipocampal. 

 

 

Figura 40. Efecto de la inhibición quimiogenética de la activación microglial y 
de los macrófagos no parenquimales sobre la densidad microglial en el 
hipocampo y la morfología de estas células en animales de la cepa 
Cx3cr1/ChR2. A. Micrografías de la inmunofluorescencia del anticuerpo anti-
Iba1 y de DAPI, en el stratum radiatum del área CA1 del hipocampo de 
animales la cepa Cx3cr1/hM4Di (n = 60 células de 7 muestras de 3 animales) 
y de la cepa control Cx3cr1/Cre (n = 60 células de 7 muestras de 3 animales; 
izquierda). Adicionalmente se muestra una célula microglial marcada con Iba1 
y con DAPI (centro) y el análisis de su esqueleto (derecha). Cuantificación de 
la densidad microglial (B), el área microglial (C), el número de ramificaciones 
secundarias (D), el índice de circularidad (E) y la densidad de núcleos celulares 
(F). Nótese que la inhibición quimiogenética de la activación microglial no alteró 
la densidad y la morfología de la microglía hipocampal. Las comparaciones 
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estadísticas de la densidad microglial y la densidad de núcleos celulares se 
llevaron a cabo con la prueba t de Student, mientras que las comparaciones 
estadísticas del área microglial, del número de ramificaciones secundarias y del 
índice de circularidad fueron hechas con la prueba de Mann-Whitney. Los datos 
fueron graficados como la media ± EEM. 
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DISCUSIÓN 

En la presente tesis, con la finalidad de profundizar en los mecanismos que 

subyacen a la comorbilidad entre la epilepsia y el SAOS, se investigó el efecto de la 

inducción experimental de HIC, que es la principal consecuencia inmediata del 

SAOS (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019), sobre la actividad hipocampal y 

la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (figuras 6 y 7). También, se investigó la 

reversibilidad de los efectos producidos por la HIC sobre la actividad hipocampal y 

la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (figuras 8 y 9). Adicionalmente, como la 

activación microglial es un factor común para el desarrollo de la epilepsia y de la 

HIC (Vezzani & Granata, 2005; Fabene et al., 2010; Smith et al., 2013; Gorter et al., 

2015; Sapin et al., 2015; Alyu & Dikmen, 2016; Eyo et al., 2016; Khaspekov & 

Frumkina, 2017; Webster et al., 2017; Hiragi et al., 2018; Liu et al., 2020), se 

investigó el papel de las células microgliales en la actividad hipocampal y la 

inducción de hiperexcitabilidad. Para ello, se implementaron diversas estrategias 

experimentales de manipulación microglial, que incluyeron la manipulación 

farmacológica no selectiva de la microglía con LPS (figuras 10-12) y la manipulación 

selectiva de la microglía con optogenética (figuras 13-15) y quimiogenética (figuras 

21-25, 36-39). 

A la fecha, múltiples reportes han evidenciado la alta comorbilidad entre la epilepsia 

y el SAOS (Malow et al., 2000; Manni et al., 2003; Vaughn & D’Cruz, 2003; Höllinger 

et al., 2006; Chihorek et al., 2007; Vendrame et al., 2014; Maurousset et al., 2017; 

McCarter et al., 2018; Söylemez et al., 2020). Incluso, la presencia de ambas 

patologías parece exacerbar la condición clínica de estos pacientes, observándose 

un incremento en la frecuencia y la severidad de las crisis epilépticas (Chihorek et 

al., 2007; Shaheen et al., 2012; Scharf et al., 2020), así como un agravamiento de 

los signos/síntomas asociados al SAOS (Malow et al., 2000; Chihorek et al., 2007), 

impactando la calidad de vida de estos pacientes y aumentando el riesgo de sufrir 

muerte súbita (Piperidou et al., 2008; Andersen et al., 2012; Hashim et al., 2013; 

McCarter et al., 2018). Asimismo, también hay reportes que indican que la sola 

presencia del SAOS parece precipitar la aparición de epilepsia (Höllinger et al., 

2006; Chihorek et al., 2007; Milano et al., 2009). Sin embargo, a pesar de estas 
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evidencias clínicas, hasta esta tesis, no se había estudiado la asociación entre la 

epilepsia y el SAOS de forma experimental. Por lo anterior, en esta tesis nos 

planteamos investigar el efecto de la HIC, que es la principal consecuencia 

inmediata del SAOS (Dempsey et al., 2010; Labarca et al., 2019), sobre la actividad 

hipocampal y la inducción experimental de hiperexcitabilidad con 4-AP (figuras 6 y 

7). En esta serie de experimentos observamos que la HIC por 21 días incrementa 

ligeramente la actividad hipocampal, particularmente en la banda de frecuencia 

gamma (figura 6), además de exacerbar la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP 

(figura 7). Las oscilaciones hipocampales en la banda de frecuencia gamma son el 

resultado de la interacción entre interneuronas y neuronas piramidales (Hughes, 

2008; Merchant et al., 2012; Keeley et al., 2017) y parecen dar cuenta de la 

interacción entre múltiples circuitos neuronales durante tareas específicas 

(Montgomery & Buzsáky, 2007; Buzsáky & Schomburg, 2015). La actividad de las 

interneuronas inhibitorias del hipocampo parece estar alterada en animales 

sometidos a hipoxia intermitente (Wais et al., 2009). Sin embargo, la inducción de 

episodios breves de hipoxia en animales neonatos parece no producir alteraciones 

a largo plazo sobre el número de interneuronas hipocampales positivas a 

parvalbúmina (Rodríguez-Álvarez et al., 2015; Fernando & Mody, 2015), las cuales 

están estrechamente implicadas en la generación del ritmo gamma hipocampal 

(Kann et al., 2014; Merchant et al., 2012). Por otro lado, se ha reportado que la HIC 

incrementa la neuroinflamación y produce activación microglial (Row et al., 2003; 

Baronio et al., 2013; Zhang et al., 2015; Liu et al., 2018; Gong et al., 2020). En este 

sentido, Papageorgiou y colaboradores (2015) reportaron que la activación 

proinflamatoria de la microglía, con inmnógenos como el LPS y el IFN, produce un 

incremento de la actividad hipocampal en la frecuencia gamma in vitro, además de 

la liberación de moléculas proinflamatorias, como la IL1β, el TNFα y la IL6. En 

conjunto, las alteraciones inducidas por la HIC en la frecuencia gamma de la 

actividad hipocampal podrían ser debidas a alteraciones en la población de 

interneuronas hipocampales que generan el ritmo gamma, así como a un aumento 

en la síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias, posiblemente provenientes 

de la microglía que, a su vez, ejercen efectos favorecedores de la excitabilidad 
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neuronal (Liu et al., 2006; Liu et al., 2013; Liu et al., 2017). Lo anterior, también 

podría dar cuenta de la correlación positiva que observamos entre la actividad 

electrofisiológica hipocampal en la banda de frecuencia gamma y la 

hiperexcitabilidad en los animales expuestos a HIC (figura 7). En primer lugar, 

pareciera que la inducción de hipoxia, ya sea en animales neonatos o en adultos, 

resulta en un aumento duradero de la susceptibilidad para presentar actividad 

epileptiforme, e incluso es capaz de inducir epileptogénesis (Jensen et al., 1991; 

1992; 1998; Wais et al., 2009; Bjorkman et al., 2010; Rakhade et al., 2011, 2012; 

Rodriguez-Alvarez et al., 2015). Asimismo, el patrón electrofisiológico de actividad 

epileptiforme de tipo ictal observado en los animales tratados con HIC (figura 7), 

que también ha sido observado en tejido obtenido de animales adultos expuestos a 

hipoxia neonatal (Jensen et al., 1998), pareciera reflejar un estado de excitabilidad 

aumentada en el circuito hipocampal. De hecho, el patrón de actividad epileptiforme 

de tipo ictal es comúnmente observado en tejido obtenido de pacientes con epilepsia 

del lóbulo temporal farmacorresistente (Reyes-García et al., 2018), mientras que es 

poco frecuente en tejido obtenido de pacientes sin epilepsia (Reyes-García et al., 

2018), así como en tejido obtenido de animales sanos (Jensen et al., 1998), que 

tiende a exhibir un patrón electrofisiológico de actividad epileptiforme de tipo 

interictal al ser expuestos a una solución libre de Mg+ (Jensen et al., 1998). 

Adicionalmente, se ha observado que la actividad aberrante de interneuronas 

hipocampales positivas a parvalbúmina favorece la aparición del patrón de actividad 

epileptiforme de tipo ictal in vitro (Fujiwara-Tsukamoto et al., 2004; Sessolo et al., 

2015). De la misma forma, la aplicación de moléculas proinflamatorias, como la 

IL1β, también es capaz de favorecer la aparición de actividad epileptiforme de tipo 

ictal in vitro (Chiavegato et al., 2014), así como de exacerbar la hiperexcitabilidad in 

vivo (Vezzani et al., 1999; Kolosowska et al., 2014; 2016; Medel-Matus et al., 2014; 

Tao et al., 2015). En suma, la exacerbación de la hiperexcitabilidad, así como la 

aparición de actividad epileptiforme de tipo ictal y el incremento de la excitabilidad 

hipocampal basal en la banda de frecuencia gamma, observada en los animales 

sometidos a HIC, podrían ser el resultado de la neuroinflamación inducida por la 

HIC (Smith et al. 2013; Oyarce & Iturriaga, 2018; Shi et al., 2018; Gong et al., 2020; 
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Wu et al., 2021), posiblemente mediada por la microglía, y que, a su vez, esté 

induciendo alteraciones sobre la actividad de las interneuronas hipocampales.  

De forma adicional, también se investigó la posible reversibilidad de los efectos 

producidos por la HIC sobre la actividad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida 

con 4-AP (figuras 8 y 9). En esta serie de experimentos, los animales fueron 

inducidos a HIC por 21 días y posteriormente sometidos a un periodo de ReOx por 

30 días. Nuestros resultados mostraron que los efectos inducidos por la HIC sobre 

la actividad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP son transitorios, 

pues ya no se observaron después del periodo de ReOx (figuras 8 y 9). 

Curiosamente, estos resultados se suman a los efectos neuropatológicos que son 

inducidos por la HIC y que son transitorios, como la disminución de la ganancia de 

peso corporal, la hipervascularización y la policitemia (Harik et al., 1996; Kanaan et 

al., 2005; Huanhuan et al., 2021). Sin embargo, contrastan con otros efectos 

patológicos inducidos por la HIC que parecen ser permanentes, como la 

desmielinización y la expresión del transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1, por sus 

siglas en inglés) en la vasculatura cerebral (Harik et al., 1996; Kanaan et al., 2005). 

Por otro lado, los reportes clínicos indican que los niveles séricos de moléculas 

proinflamatorias observados en pacientes con SAOS son revertidos tras recibir un 

tratamiento con CPAP (Wang et al., 2021), sugiriendo que la neuroinflamación 

inducida por la HIC también podría ser revertida después un periodo de 

reoxigenación. De forma similar, es bien sabido que la hiperexcitabilidad y las crisis 

convulsivas observadas en pacientes con epilepsia que presentan SAOS, 

disminuyen después de recibir tratamiento con CPAP o intervenciones quirúrgicas 

en las vías respiratorias superiores (como la tonsilectomía, la adenoidectomía y la 

uvuloplastía) e inferiores (como la traqueostomía; Vaughn et al., 1996; Chihorek et 

al., 2007; Manni & Terzaghi, 2010; Vendrame et al., 2011; Segal et al., 2012). Por 

lo tanto, nuestros resultados sustentan el uso de tratamientos enfocados en el 

SAOS, como la CPAP o las intervenciones quirúrgicas en las vías respiratorias 

superiores e inferiores, en pacientes con epilepsia, pues los efectos benéficos de la 

restauración de la oxigenación pueden ser extendidos al control de la 
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hiperexcitabilidad y de las crisis convulsivas. Sin embargo, aún queda por investigar 

el posible rol de la remisión de la neuroinflamación en dichos efectos terapéuticos.  

En vista de que la neuroinflamación y la activación microglial son consecuencias 

principales de la inducción experimental de HIC y de epilepsia (Vezzani & Granata, 

2005; De Simoni et al., 2000; Ravizza et al., 2008; Row et al., 2003; Vezzani et al., 

2011; Aronica & Crino, 2011; Baronio et al., 2013; Zhang et al., 2015; Liu et al., 

2018; Gong et al., 2020), se ha hipotetizado que la neuroinflamación y la activación 

microglial, que resultan de la HIC, son factores importantes que favorecen la 

excitabilidad neuronal y el desarrollo de hiperexcitabilidad. A este respecto, el efecto 

de la neuroinflamación sobre la actividad neuronal y la hiperexcitabilidad inducida 

de forma experimental ha sido ampliamente caracterizado en la literatura, en donde 

se ha observado que la administración o la sobreexpresión de moléculas 

proinflamatorias, como la IL1β, el TNFα, y la IL6, resulta en un aumento de la 

actividad neuronal y en una facilitación de la inducción de hiperexcitabilidad 

(Vezzani et al., 2002; 2008; 2011; 2019; Vezzani & Viviani, 2015). De hecho, la 

administración intracerebral de moléculas proinflamatorias derivadas de la microglía 

exacerba la actividad neuronal e induce hiperexcitabilidad (Zheng et al., 2010; Zhao 

et al., 2018), sugiriendo que la activación microglial favorece la generación de 

hiperexcitabilidad a partir de la síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias. 

Sin embargo, a pesar de estas evidencias, aún no ha sido esclarecido cuál es el 

papel de la microglía en la inducción experimental de hiperexcitabilidad, debido, en 

gran medida, a la inespecificidad celular de las estrategias experimentales utilizadas 

hasta el momento para modular a estas células (Tikka et al., 2001; Kigerl et al., 

2014; Peña-Ortega et al., 2016; Möller et al., 2016). En nuestros experimentos en 

donde manipulamos de forma no selectiva a la microglía a través de la 

administración intracerebroventricular de LPS, que es una herramienta 

farmacológica clásicamente utilizada para modular de forma no selectiva a la 

microglía hacia un fenotipo proinflamatorio (Palsson-McDermott & O’Neill, 2004; 

Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega, 2016; Batista et al., 2019; Bowyer et al., 2020), 

inesperadamente no se observó un efecto significativo sobre la excitabilidad 

hipocampal ni sobre la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (figuras 10, 11 y 12). 
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Estos resultados contrastan con otros estudios en donde se ha observado que la 

administración de LPS favorece la excitabilidad neuronal y la inducción de 

hiperexcitabilidad (Sayyah et al. 2003a; Rodgers et al., 2009; Gullo et al., 2014; 

Kóvacs et al., 2014; Kolosowska et al., 2016). No obstante, otros estudios también 

han mostrado que la administración de LPS tiene efectos inhibitorios (Sayyah et al., 

2003b; Ahmadi et al., 2013; Eslami et al., 2015), así como nulos (Yuhas et al., 1995; 

Sayyah et al., 2003b; Mirrione et al., 2010; Akhlaghi et al., 2012; Ahmadi et al., 2013; 

Sultan et al., 2021) sobre la excitabilidad neuronal y la inducción de 

hiperexcitabilidad, inclusive utilizando la misma metodología experimental (Ahmadi 

et al., 2013; Kolosowska et al., 2016). Aunque aún no ha sido esclarecido cómo es 

que la administración de LPS produce efectos paradójicos sobre la excitabilidad 

neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad, se puede hipotetizar que este 

fenómeno puede ser debido a la activación de los múltiples blancos farmacológicos 

que tiene el LPS, así como a la consecuente activación inmune de cada célula que 

expresa dichos blancos farmacológicos (Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega et al., 

2016). Como se mencionó anteriormente, el LPS induce sus efectos a través de una 

variedad de receptores de membrana, principalmente mediante la activación de los 

receptores TLR4 (Poltorak et al., 1998; Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega et al., 2016), 

pero también a través de la activación de los receptores scavenger (Vishnyakova et 

al., 2003; Cai et al., 2012; Czerkies et al., 2013; Cao et al., 2016), los receptores de 

complemento (Kaya et al., 2005; Bodea et al., 2014), los receptores CD14 

(Tarassishin et al., 2014), los receptores de potencial transitorio tipo V4 (TRPV4, por 

sus siglas en inglés; Scheraga et al., 2016; Alpizar et al., 2017), y posiblemente, a 

través de los receptores TLR2 (Kirschning et al., 1998; Francisco et al., 2022), así 

como intracelularmente a través de la caspasa 11 (Yang et al., 2015). Asimismo, a 

pesar de que estos receptores son expresados predominantemente por la microglía 

(Husemann et al., 2002; Alarcón et al., 2005; Maroso et al., 2010; Veerhuis et al., 

2011; Kettenmann et al., 2011; Shen et al., 2016), también son expresados por otros 

tipos celulares en el cerebro, incluyendo los astrocitos (Husemann et al., 2002; 

Alarcón et al., 2005; Maroso et al., 2010; Crosio et al., 2011; Veerhuis et al., 2011; 

Godoy et al., 2012; Shen et al., 2016), los oligodendrocitos (Sloane et al., 2010; 



180 

 

Kremer et al., 2013), las células endoteliales (Duperray et al., 2015; Fung et al., 

2017) y las neuronas (Maroso et al., 2010; Veerhuis et al., 2011; Leow-Dyke et al., 

2012; Shen et al., 2016; Calvo-Rodríguez et al., 2017). Lo anterior, podría dar cuenta 

de la variabilidad de efectos observados tras la aplicación de LPS, pues, si bien, la 

activación de algunos de los receptores antes mencionados resulta en efectos 

proinflamatorios y citotóxicos, como en el caso de los receptores TLR4 (Kinsner et 

al., 2006; Sloane et al., 2010; Rannikko et al., 2015; Liu et al., 2016; Shen et al., 

2016; Calvo-Rodríguez et al., 2017), los receptores TLR2 (Kinsner et al., 2006; 

Sloane et al., 2010; Liu et al., 2016), los receptores de complemento (Bodea et al., 

2014) y la caspasa 11 (Chen et al., 2018; Tang et al., 2018); la activación de otros 

receptores que reconocen al LPS resulta en efectos opuestos (Yi et al., 2009; Zanoni 

et al., 2011; Cai et al., 2012; Konno et al., 2012; Yang et al., 2015; Mannaa et al., 

2018). Por ejemplo, la activación de los receptores scavenger tipo A y B, que son 

expresados por la microglía, los astrocitos y las células endoteliales (Husemann et 

al., 2002; Alarcón et al., 2005; Yang et al., 2015; Yung et al., 2017), regula 

negativamente la síntesis y la liberación de moléculas proinflamatorias, como la 

IL1β, el TNFα y la IL6, además de favorecer la sobrevivencia neuronal (Yi et al., 

2009; Cai et al., 2012; Yang et al., 2015). También, la activación de los receptores 

CD14, que están expresados en la microglía y los astrocitos (Tarassishin et al., 

2014; Martin et al., 2017), inhibe la síntesis y la liberación de TNFα (Zanoni et al., 

2011). Asimismo, la activación de los receptores TRPV4, que son expresados por 

las neuronas (Butenko et al., 2012), los astrocitos (Butenko et al., 2012), las células 

endoteliales (Monaghan et al., 2015) y la microglía (Kong et al., 2019), inhibe la 

síntesis y liberación de TNFα y evita la muerte celular inducida por citotoxicidad 

(Konno et al., 2012; Mannaa et al., 2018). En conjunto, estos resultados sugieren 

que los efectos paradójicos de la administración de LPS podrían deberse a la 

activación inespecífica de los blancos farmacológicos de este inmunógeno, de 

manera dependiente del estado de los diferentes tipos celulares. En el mismo 

sentido, también se ha hipotetizado que los efectos del LPS dependen de la ruta de 

señalización, es decir, extracelular o intracelular, debido a que el LPS aplicado de 

forma intracelular induce efectos opuestos a los inducidos por el LPS aplicado de 
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forma extracelular (Seitzer & Gerdes, 2002; Gerth et al., 2005). Seitzer y Gerdes 

(2002), así como Gerth y colaboradores (2005), reportaron que la administración 

extracelular de LPS in vitro en cultivos de células mononucleares sanguíneas 

humanas indujo un aumento de las corrientes salientes de K+, un aumento del Ca2+ 

intracelular, la activación de NF y la síntesis de moléculas proinflamatorias, como 

la IL1β y la IL6 (Seitzer & Gerdes, 2002; Gerth et al., 2005), que son indicadores de 

activación proinflamatoria (Kettenmann et al., 2011). En contraste, estos mismos 

autores también observaron que la microinyección de LPS en el citoplasma de estas 

células, una condición experimental que simula la internalización del LPS llevada a 

cabo por los receptores scavenger (Vishnyakova et al., 2003) y que podría ser 

independiente de la activación de la caspasa 11 (Hagar et al., 2013), resultó en una 

disminución de las corrientes salientes de K+, pero no en la activación del factor de 

transcripción NF o en el aumento de la síntesis de moléculas proinflamatorias 

(Seitzer & Gerdes, 2002; Gerth et al., 2005), sugiriendo que el LPS intracelular no 

induce la activación de vías de señalización proinflamatorias. Finalmente, la 

activación inmune de cada tipo celular que expresa los receptores activados por el 

LPS podría tener efectos diferenciales (Balosso et al., 2005), que pueden depender 

del estado de cada tipo celular (Beschorner et al., 2002; Osorio et al., 2007; Zurolo 

et al., 2011; Gómez-Eguílaz et al., 2018; Kundap et al., 2019; Wei et al., 2021; Zheng 

et al., 2022). Por ejemplo, la administración sistémica o intracerebroventricular de 

TNFα (Shandra et al., 2002; Riazi et al., 2008), así como la sobreexpresión de esta 

citocina en el hipocampo (Weiberg et al., 2013), favorece la inducción de 

hiperexcitabilidad neuronal. Sin embargo, Balosso y colaboradores (2005) 

reportaron que la sobreexpresión de TNFα en los astrocitos reduce la actividad 

convulsiva inducida con ácido kaínico. Estos autores también mostraron que 

animales que carecen del receptor TNFR tipo 2, expresado en prácticamente todas 

las células del cerebro (Zelová & Hošek, 2013; Fragoso et al., 2014), presentan una 

actividad convulsiva exacerbada (Balosso et al., 2005), sugiriendo que este receptor 

podría mediar los efectos antiepileptiformes del TNFα sintetizado y liberado por los 

astrocitos. Adicionalmente, se ha observado que los receptores a los que se acopla 

el LPS aumentan su expresión en condiciones patológicas (Beschorner et al., 2002; 
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Osorio et al., 2007; Zurolo et al., 2011; Gómez-Eguílaz et al., 2018; Kundap et al., 

2019; Wei et al., 2021; Zheng et al., 2022), sugiriendo que el efecto del LPS sobre 

la fisiología de las células que expresan estos receptores podría depender también 

del estado de los circuitos neuronales. En conjunto, se sugiere que las 

consecuencias biológicas de la administración de LPS sobre la excitabilidad 

neuronal y la inducción de hiperexcitabilidad podrían depender de los receptores 

activados por el LPS (Kigerl et al., 2014) y de los tipos celulares involucrados en 

dicha activación (Balosso et al., 2005), así como del estado de cada uno de estos 

tipos celulares en un momento dado (Beschorner et al., 2002; Osorio et al., 2007; 

Zurolo et al., 2011; Gómez-Eguílaz et al., 2018; Kundap et al., 2019; Wei et al., 2021; 

Zheng et al., 2022). Por otro lado, la administración sistémica de LPS induce 

neuroinflamación a partir de 4-6 horas de su administración (Batista et al., 2019), 

sugiriendo que, en nuestros resultados, la falta de efecto de la administración de 

LPS podría deberse a que la cascada de señalización que resulta en la activación 

del factor de transcripción NF necesita de más tiempo para llevarse a cabo, 

independientemente del receptor activado por el LPS (por ejemplo, los receptores 

TLR4, los TRPV4, los CD14, entre otros),. Con respecto a este punto, la latencia 

para inducir neuroinflamación se ve reducida cuando el LPS es administrado 

directamente en el cerebro, por ejemplo, de forma intracerebroventricular, en 

comparación con la administración sistémica de este inmunógeno (Quan et al., 

1994). Por ejemplo, Quan y colaboradores (1994) administraron LPS de forma 

intraperitoneal en roedores y observaron un incremento en la expresión de IL1β en 

el cerebro después de 6 horas de haber administrado el inmunógeno. Por otro lado, 

en este mismo estudio observaron que la administración intracerebroventricular de 

LPS indujo un aumento en la expresión de IL1β en el cerebro a partir de 2 horas de 

la administración del inmunógeno (Quan et al., 1994). Sin embargo, 2 horas fue el 

tiempo mínimo en el que estos autores buscaron cambios. Otras investigaciones 

similares han mostrado cambios en la expresión de IL1β desde 1 hora después de 

la administración de LPS (De Simoni et al., 1995). Sin embargo, una vez más, 1 

hora fue el tiempo mínimo en el que estos autores buscaron cambios, por lo que los 

efectos del LPS sobre la expresión de IL1β podrían ocurrir con una menor latencia. 
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A este respecto, investigaciones más recientes han mostrado que la administración 

intracerebral de LPS induce un aumento en la expresión hipocampal de IL1β y de 

óxido nítrico a partir de 30 minutos de la administración de LPS (Ahmadi et al., 

2013). Asimismo, se ha observado un aumento en la concentración de glutamato y 

de la excitabilidad neuronal en el hipocampo, a partir de 30 minutos de la 

administración intrahipocampal o intracerebroventricular de LPS (Ahmadi et al., 

2013; Kolosowska et al., 2016). Adicionalmente, varios estudios han demostrado 

que la administración de LPS in vitro es capaz de inducir la activación del factor de 

transcripción NF a partir de 15-30 minutos de la administración de LPS (Sharif et 

al., 2007; Santa-Cecília et al., 2016; Nie et al., 2019). En conjunto, estos estudios 

sugieren que la ventana temporal de ~60 minutos en la que en esta tesis se 

analizaron los efectos de la administración intracerebroventricular de LPS sobre la 

excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP,  son suficientes 

para inducir la activación del factor de transcripción NF y la transcripción de 

moléculas proinflamatorias como la IL1β. Sin embargo, lo anterior queda por ser 

confirmado de forma experimental. En resumen, nuestros resultados se suman a la 

controversia sobre el papel de la microglía en la modulación de la excitabilidad e 

hiperexcitabilidad neuronal, que se ha derivado del uso de manipulaciones 

farmacológicas para orientar a la microglía hacia un estado proinflamatorio y que, 

como se mencionó anteriormente, carecen de especificidad celular, ya que sus 

blancos farmacológicos se encuentran expresados en múltiples tipos celulares en 

el cerebro (Kigerl et al., 2014; Peña-Ortega et al., 2016).  

Por lo anterior, se hace necesario el uso de estrategias experimentales que permitan 

manipular de forma selectiva a la microglía para estudiar los efectos específicos de 

la modulación de estas células sobre la actividad neuronal y la hiperexcitabilidad 

inducida de forma experimental. Para abordar este problema, como primera 

aproximación se utilizó a la optogenética, que es una herramienta de manipulación 

celular que consiste en la expresión de canales catiónicos sensibles a la luz azul, 

llamados ChR2, en un tipo celular específico (Deisseroth, 2011; 2015), y que, en 

nuestro caso, fue usada para modular a la microglía y a los macrófagos no 

parenquimales del hipocampo. Para ello, se generó una cepa de animales 
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transgénicos que expresan a la ChR2 bajo el control del promotor del gen Cx3cr1, 

que en el cerebro se encuentra expresado exclusivamente en la microglía y en los 

macrófagos no parenquimales (Nishiyori et al., 1998; Goldman et al., 2016; Shemer 

et al., 2018; Van Hove et al., 2019). Acorde con la literatura, la activación 

optogenética de las células microgliales resulta en un aumento en los niveles de 

moléculas proinflamatorias, así como en cambios morfológicos en estas células 

(Sawada, 2012; Laprell et al., 2021; Yi et al., 2021b), es decir, que la estimulación 

optogenética de la microglía modula a la microglía hacia un fenotipo proinflamatorio. 

Nuestros resultados mostraron que la estimulación optogenética del hipocampo de 

animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 resultó en un aumento sustancial de la 

excitabilidad hipocampal, así como en la exacerbación de la hiperexcitabilidad 

inducida con 4-AP (figuras 13, 14 y 15). Adicionalmente, mostramos que la 

estimulación optogenética incrementó la densidad microglial en el hipocampo y 

produjo cambios en la estructura de estas células hacia una morfología ameboide 

60 minutos después de la estimulación optogenética (figura 16). Efectos similares 

también fueron reportados previamente en nuestro laboratorio, con la estimulación 

optogenética del bulbo olfatorio y del tallo cerebral de animales de la cepa 

Cx3cr1/ChR2, en donde se observó un aumento de la densidad microglial y una 

morfología ameboide en estas células, 120 minutos después de la estimulación con 

luz azul (Rojas-García, 2018; Lorea-Hernández, 2020). También, Yi y colaboradores 

(2021b) mostraron que 24 horas después de la estimulación optogenética de la 

microglía de la médula espinal incrementó la densidad microglial y el número de 

microglías positivas a Ki67, un marcador de proliferación celular (Scholzen & 

Gerdes, 2000), sugiriendo que la estimulación optogenética de la microglía 

incrementa de forma aguda la proliferación de estas células. Sin embargo, 

desafortunadamente, también observamos que una baja proporción de células 

microgliales expresaron la proteína ChR2 (figura 17) y, por otro lado, que la 

estimulación optogenética indujo un incremento transitorio de la actividad neuronal, 

altamente acoplada con el estímulo optogenético (figuras 18), sugiriendo que la 

proteína ChR2 también podría estar expresada en las neuronas hipocampales. A 

este respecto, Yi y colaboradores (2021b) también observaron expresión 
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inespecífica de la opsina canalrodopsina activada por luz roja (ReaChR, por sus 

siglas en inglés) utilizando al promotor del gen Cx3cr1. En contraste con nuestros 

resultados, estos autores observaron una alta tasa de expresión de la opsina en las 

células microgliales (~95 %), sin embargo, también observaron la expresión de la 

opsina ReaChR en aproximadamente el 10 % de las neuronas y de los astrocitos 

de la médula espinal (Yi et al., 2021b). En el mismo sentido, Laprell y colaboradores 

(2020) observaron una alta expresión de la proteína ChR2 en células microgliales 

utilizando al promotor del gen Cx3cr1, sin embargo, también observaron expresión 

inespecífica en células no microgliales. Al parecer, en nuestros experimentos, la 

expresión inespecífica de la proteína ChR2 provino de la cepa progenitora 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) utilizada para generar la cepa Cx3cr1/ChR2, 

debido a que la proteína ChR2 se expresó ampliamente en el hipocampo de estos 

animales en ausencia de la recombinasa Cre (figura 19). En otros contextos 

experimentales, en donde se ha utilizado a la cepa progenitora 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) para expresar a la proteína ChR2 en 

neuronas, también se ha observado expresión inespecífica de esta opsina (Hedrick 

& Waters, 2015; Hedrick et al., 2016; Prabhakar et al., 2019; Luo et al, 2020). Por 

ejemplo, Hedrick y Waters (2015) observaron que los animales que resultan de la 

cruza entre animales de la cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) y animales de 

la cepa ChaT-Cre, que expresan a la recombinasa Cre bajo el control del promotor 

del gen del transportador de acetilcolina (Rossi et al., 2011), expresaron a la 

proteína ChR2 en neuronas colinérgicas, así como en neuronas glutamatérgicas. 

En una publicación posterior, mediante inmunofluorescencia, estos autores 

observaron que la proteína ChR2 se expresó en una alta proporción de neuronas 

colinérgicas, pero también en una amplia cantidad de células no neuronales 

(Hedrick et al., 2016). Asimismo, Luo y colaboradores (2020) observaron que los 

animales que resultan de la cruza entre animales de la cepa Gt(ROSA)26Sor(CAG-

H134R/EYFP) y animales de la cepa Dlx5/6-Cre, que expresan a la recombinasa 

Cre bajo el control del promotor de los genes dlx5 y dlx6 expresados exclusivamente 

en interneuronas GABAérgicas (de Lombares et al., 2019), también expresaron a la 

proteína ChR2 en neuronas piramidales glutamatérgicas. Adicionalmente, 
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Prabhakar y colaboradores (2019) reportaron que los animales de la cepa 

Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP) expresaron ampliamente a la proteína ChR2 

en diferentes regiones cerebrales y tipos celulares, en ausencia de la recombinasa 

Cre. Juntos, estos resultados sugieren que la expresión inespecífica de la proteína 

ChR2, posterior a la recombinación Cre-LoxP, o incluso en su ausencia, es debida 

al uso de la cepa progenitora Gt(ROSA)26Sor(CAG-H134R/EYFP). A pesar de que 

el sistema Cre-LoxP es un método ampliamente utilizado en la actualidad para la 

inserción o deleción de transgenes en tipos celulares específicos (Kim et al., 2018), 

aún se desconoce el mecanismo por el que, en algunas cepas de animales, un gen 

doblefloxeado es espontáneamente expresado en ausencia de la recombinasa Cre, 

fenómeno llamado recombinación ectópica (Eckardt et al., 2004; Song & Palmer, 

2018). Se ha sugerido que la recombinación ectópica de un transgén podría deberse 

a la pérdida de las secuencias Lox-P por procesos epigenéticos, como la metilación 

del material genético (Eckardt et al., 2004; Song & Palmer, 2018; Lou et al., 2020). 

Sin embargo, lo anterior aguarda a ser corroborado de forma experimental. Estos 

hallazgos sugieren que los efectos que observamos sobre la excitabilidad 

hipocampal, la inducción de hiperexcitabilidad y la morfología microglial, podrían 

deberse a la estimulación optogenética de múltiples tipos celulares, además de la 

microglía y los macrófagos no parenquimales. A este respecto, la expresión y 

estimulación de la ChR2 en neuronas excitatorias o inhibitorias, es capaz de 

promover la inducción de hiperexcitabilidad neuronal (Osawa et al., 2013: Sessolo 

et al., 2015; Berglind et al., 2018; Chen et al., 2020). Por otro lado, algunos estudios 

han reportado que la estimulación optogenética de los astrocitos incrementa la 

excitabilidad neuronal (Gourine et al., 2010; Perea et al., 2014; Kovács et al., 2017). 

En contraste, a la fecha no existen publicaciones que den cuenta del efecto de la 

estimulación optogenética de los oligodendrocitos o de las células endoteliales 

cerebrales sobre la excitabilidad neuronal. En suma, con esta aproximación 

experimental no nos fue posible concluir que los efectos favorecedores de la 

excitabilidad hipocampal y de la hiperexcitabilidad neuronal observados en nuestros 

experimentos resulten de la estimulación selectiva de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales. Es por ello que, valiéndonos de otra estrategia 
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experimental de manipulación celular específica, nos propusimos revisitar nuestra 

pregunta de investigación. 

Utilizando a la quimiogenética para manipular de forma selectiva a la microglía y a 

los macrófagos no parenquimales nos propusimos investigar el efecto de la 

activación quimiogenética de estas células sobre la excitabilidad hipocampal y la 

inducción de hiperexcitabilidad. Para ello, se generó una cepa de animales 

transgénicos que expresan al DREADD hM3Dq bajo el control del promotor del gen 

Cx3cr1, que en el cerebro se encuentra expresado exclusivamente en células 

microgliales y en macrófagos no parenquimales (Nishiyori et al., 1998; Goldman et 

al., 2016; Shemer et al., 2018; Van Hove et al., 2019), permitiéndonos, de acuerdo 

con la literatura (Grace et al., 2018; Binning et al., 2020; Saika et al., 2021; Kladown 

et al., 2021), activar a la microglía y a los macrófagos no parenquimales de forma 

selectiva. La caracterización de la expresión del DREADD hM3Dq en la microglía 

hipocampal, a través de la fluorescencia de la proteína fluorescente mCitrina, nos 

permitió comprobar que los DREADDs hM3Dq se encuentran expresados de forma 

exclusiva en una alta proporción de células microgliales hipocampales (figura 20), 

así como en macrófagos no parenquimales de los espacios perivasculares (Anexo 

4). Con lo anterior, no podemos descartar la posible expresión de los DREADDs 

hM3Dq en los macrófagos no parenquimales de las meninges y de los plexos 

coroideos, debido a que estas células también expresan al gen Cx3cr1 (Shemer et 

al., 2018; Van Hove et al., 2019). Nuestros resultados son similares a lo reportado 

por Jung y colaboradores (2000), quienes expresaron por primera vez a la proteína 

verde fluorescente bajo el control del promotor del gen Cx3cr1 y observaron una 

colocalización exclusiva con marcadores microgliales, resultado que ha sido 

corroborado por otros grupos de investigación (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et 

al., 2005). En este sentido, resultados similares han sido reportados en cuanto a la 

expresión de los DREADDs hM3Dq bajo el control del promotor del gen Cx3cr1, 

observándose una alta expresión de los DREADDs hM3Dq en células microgliales 

y una nula expresión en neuronas y astrocitos (Binning et al., 2020; Saika et al., 

2021; Klawonn et al., 2021). Nuestros resultados mostraron que la manipulación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, a través de 
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la activación de los DREADDs hM3Dq expresados en estas células, produjo un 

aumento sustancial de la excitabilidad hipocampal e incluso, fue suficiente para 

generar hiperexcitabilidad neuronal en animales anestesiados (figuras 21 y 25). 

Adicionalmente, la activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales potenció la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP y con PTZ, 

mostrando que dicho efecto es independiente del mecanismo utilizado para inducir 

hiperexcitabilidad (figuras 23, 24 y 25). Asimismo, la activación de los DREADDs 

hM3Dq expresados en la microglía y en los macrófagos no parenquimales produjo 

un aumento en la liberación de IL1β hipocampal (anexo 7) y en la densidad 

microglial en el hipocampo, así como cambios en la estructura de estas células 

hacia una morfología hipertrófica, ~60 minutos después de la administración 

intracerebroventricular de CNO (figura 26). Lo anterior, es similar a lo reportado en 

la literatura y en resultados previos de nuestro laboratorio (Grace et al., 2018; Lorea-

Hernández, 2020; Klawonn et al., 2021; Saika et al., 2021). Por ejemplo, Grace y 

colaboradores (2018), quienes fueron los primeros en expresar los DREADDs 

hM3Dq en la microglía, observaron que la activación quimiogenética de las células 

microgliales resultó en un aumento en la expresión y liberación de varias moléculas 

proinflamatorias, como la IL1β, el TNFα y la IL6, en células microgliales tipo BV2 in 

vitro. Posteriormente, Binning y colaboradores (2020), observaron que la activación 

quimiogenética de la microglía, a través de los DREADDs hM3Dq expresados en 

estas células, produjo un aumento de la expresión de la IL1β, el TNFα y la IL6 en el 

hipocampo. Por otro lado, Klawonn y colaboradores (2021), mediante la expresión 

viral de los DREADDs hM3Dq en la microglía, observaron que la activación 

quimiogenética de estas células produce un aumento en la expresión de moléculas 

proinflamatorias en el estriado dorsal, incluyendo la IL1β, el TNFα y la IL6. 

Adicionalmente, Saika y colaboradores (2021), reportaron que después de la 

activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía, ocurrió un 

incremento en la expresión de IL1β y de TNFα en la médula espinal. También, en 

resultados previos de nuestro laboratorio, se ha observado que la manipulación 

quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, a través de 

los DREADDs hM3Dq expresados en estas células, conlleva a un aumento de H2O2 
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en el tallo cerebral in vitro (Lorea-Hernández, 2020). En cuanto a los cambios 

observados en la morfología y densidad microglial como consecuencia de la 

activación de los DREADDs hM3Dq expresados en estas células y en los 

macrófagos no parenquimales, resultados semejantes han sido observados en la 

literatura y en resultados previos de nuestro laboratorio, en cursos temporales 

similares a los observados en esta tesis (Binning et al., 2020; Saika et al., 2021; 

Lorea-Hernández, 2020). Por ejemplo, Binning y colaboradores (2020) observaron 

que la activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía es capaz de 

inducir un cambio morfológico en estas células y de aumentar la capacidad 

fagocítica de la microglía in vitro, 45 minutos después de la administración de CNO. 

Por otro lado, resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que la 

activación de los DREADDs hM3Dq expresados en la microglía y en macrófagos no 

parenquimales del tallo cerebral induce una morfología microglial hipertrófica, 120 

minutos después de la activación in vitro de los DREADDs hM3Dq expresados en 

la microglía y en los macrófagos no parenquimales (Lorea-Hernández, 2020). De 

forma similar, Saika y colaboradores (2021) observaron que la manipulación 

quimiogenética de la microglía, a través de los DREADDs hM3Dq expresados en 

estas células, aumentó el número de células microgliales en la médula espinal y 

cambió la morfología de estas células hacia una forma hipertrófica, 24 horas 

después de la administración intratecal de CNO. En conjunto, estas evidencias, y 

nuestros resultados, sugieren que la manipulación quimiogenética de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales, a través de los DREADDs hM3Dq expresados 

en estas células, es capaz de inducir un cambio morfológico y de aumentar el 

número de células microgliales, al menos, 60 minutos después de la administración 

de CNO, y que estos cambios pueden ser observados hasta 24 horas después 

(Saika et al., 2021). Adicionalmente, este cambio estructural de la microglía hacia 

una morfología hipertrófica, caracterizada por un incremento del área y de los 

procesos de la microglía (figura 26), podría estar reflejando un incremento de la 

“vigilancia” de los procesos microgliales hacia los sitios con alta actividad sináptica, 

como lo han sugerido Eyo y colaboradores (2014), pues la inducción de 

hiperexcitabilidad conlleva a la liberación de moléculas quimioatrayentes, como el 
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ATP o el glutamato liberado por las neuronas (Beamer et al., 2019), resultando en 

un incremento en el número de procesos microgliales, así como en un incremento 

en la extensión de los procesos microgliales hacia las neuronas (Dávalos et al., 

2005; Koizumi et al., 2013; Eyo et al., 2014; 2016; Peng et al., 2019; Cserép et al., 

2020). En el mismo sentido, en otros contextos experimentales se han observado 

cambios morfológicos en la microglía, así como en la densidad de estas células, en 

cursos temporales similares a los observados en nuestros resultados (Roth et al., 

2013; Heo et al., 2016; Schmidt-Pogoda et al., 2018; Elmadany et al., 2020; Gao et 

al., 2022). Por ejemplo, Roth y colaboradores (2012), utilizando microscopía de dos 

fotones, observaron que la microglía cortical adquiere una morfología hipertrófica y 

que aumenta la densidad de estas células, 30 minutos después de haber inducido 

un traumatismo craneoencefálico in vivo. Por otro lado, Heo y colaboradores (2016), 

también utilizando microscopía de dos fotones, reportaron que minutos después de 

la administración intracortical in vivo de un marcador fluorescente, llamado Cy3, 

resultó en un cambio morfológico de la microglía y en un aumento de la densidad 

de estas células en la zona en donde se inyectó el marcador. Adicionalmente, Gao 

y colaboradores (2022) mostraron que 60 minutos después de la ligación bilateral 

de la arteria carótida común, se observó un aumento de células microgliales 

positivas a bromodesoxiuridina (BrdU), que es un marcador de proliferación celular 

(Taupin, 2007), en la corteza cerebral. Por otro lado, en cultivos primarios de 

microglía, se ha observado que estas células adquieren una morfología ameboide 

y que se induce su migración, así como la liberación de citocinas, después de 60-

180 minutos de haber aplicado una solución con de cloruro de Na+ (40 mM; Schmidt-

Pogoda et al., 2018). También, Elmadany y colaboradores (2020), así como El 

Gaamouch y colaboradores (2020), reportaron que la administración de TLQP21, 

que es un péptido codificado por el gen VGF (nombre no acronímico; Bresciani et 

al., 2019), induce un cambio morfológico en la microglía, así como actividad 

fagocítica y la migración de estas células, a partir de 30 minutos de la administración 

de TLQP21 en cultivos primarios de microglía y en células microgliales tipo BV2. 

A pesar de que aún no es claro cómo es que la activación de los DREADDs hM3Dq 

induce estos cambios fenotípicos en la microglía, se puede hipotetizar que su 
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mecanismo puede ser similar al de los receptores metabotrópicos acoplados a 

proteínas Gq expresados en la microglía (Alvarez-Curto et al., 2010; 2011). Todos 

los receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gq, al ser activados, siguen 

una cascada de señalización intracelular clásica que involucra la dimerización de la 

subunidades Gαq y Gβ/, la estimulación de la fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en 

inglés) por parte de la subunidad Gαq y la hidrólisis del fosfolípido fosfatidilinositol 

difosfato (PIP2, por sus siglas en inglés) por parte de la subunidad Gα, dando lugar 

al diacilglicerol (DAG) y al inositol trifosfato (IP3, por sus siglas en inglés) (Siegel et 

al., 2005; Alberts et al., 2015). A su vez, el IP3 es liberado al citoplasma en forma 

soluble en donde activa a sus receptores en la membrana del retículo endoplásmico, 

provocando la salida de calcio desde el lumen de este organelo hacia el citoplasma 

(Siegel et al., 2005; Alberts et al., 2015). El aumento de calcio en el citoplasma de 

la microglía resulta en una serie de procesos fisiológicos, entre los que destacan la 

activación de canales de calcio activados por calcio (CRAC, por sus siglas en 

inglés), también llamados receptores de rianodina, que aumentan aún más la 

concentración citosólica de calcio (Möller, 2002; Kettenmann et al., 2011); la 

apertura de canales de potasio activados por calcio, resultando en la salida de 

potasio hacia el espacio extracelular; y en la síntesis de óxido nítrico a través de la 

sobrerregulación de la iNOS, mediante la fosforilación de la MAPK p38 (Möller, 

2002; Kaushal et al., 2007; Kettenmann et al., 2011); así como la activación de 

proteínas acopladas a calcio, como la calmodulina, cuyos efectores río abajo 

promueven la translocación al núcleo de los factores de transcripción NF y factor 

nuclear de células T activadas (NFAT, por sus siglas en inglés), resultando en la 

síntesis de moléculas proinflamatorias, la reorganización del citoesqueleto, la 

proliferación y la migración microglial, así como en un aumento de la actividad 

fagocítica de estas células (Casal et al., 2001; Möller, 2012; Nagamoto-Combs & 

Combs, 2010; Szabo et al., 2016; Thangthaeng et al., 2018; Franco-Bocanegra et 

al., 2019). En estado fisiológico (no patológico), la microglía expresa múltiples tipos 

de receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gq (Kettenmann et al., 2011; 

Verkhratsky & Noda, 2014), como los receptores purinérgicos P2Y1/2/6, los 

receptores colinérgicos M1/3, los receptores noradrenérgicos α1A, los receptores 
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serotoninérgicos 5-HT2 y los receptores de histamina H1, que, al ser activados in 

vitro, inducen un aumento de calcio en el citosol, la síntesis de moléculas 

proinflamatorias, la reorganización del citoesqueleto y la proliferación y migración 

microglial (Kettenmann et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Gyoneva & Trayneli, 2013; 

Koizumi et al., 2013; Bernier et al., 2013; Glebov et al., 2014; Verkhratsky & Noda, 

2014; Fukumoto et al. 2018). Lo anterior es de gran relevancia, pues supone que la 

señalización y los efectos producidos por la activación de los DREADDs hM3Dq 

expresados en la microglía y en los macrófagos no parenquimales también pueden 

ser inducidos por la activación de receptores no mutantes presentes en estas 

células. Sin embargo, el uso de la quimiogenética permite la modulación exclusiva 

de los macrófagos cerebrales, mientras que la activación farmacológica de 

receptores no mutantes no lo permite en preparaciones in vivo (Urban & Roth, 2007; 

Ben-Shaanan et al., 2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019), 

puesto que estos receptores también son expresados por otros tipos celulares en el 

cerebro (Siegel et al., 2005). No obstante, a pesar de que se ha comprobado que la 

activación de los DREADDs hM3Dq en la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales resulta en un aumento en la síntesis y liberación de moléculas 

proinflamatorias, entre ellas la IL1β (Anexo 8; Grace et al., 2018), así como en un 

incremento de la actividad fagocítica microglial (Binning et al., 2020), aún falta por 

esclarecer si su activación también tiene como resultado la migración y la 

proliferación microglial, similar a lo observado tras la aplicación in vitro de 

inmunógenos como el LPS (Casal et al., 2001; Möller, 2012; Nagamoto-Combs & 

Combs, 2010; Szabo et al., 2016; Thangthaeng et al., 2018; Franco-Bocanegra et 

al., 2019; Bowyer et al., 2020), así como su persistencia a través del tiempo. Similar 

a lo observado con la manipulación quimiogenética de la microglía, se ha reportado 

un aumento en la densidad microglial y células microgliales con morfología 

hipertrófica en tejido extraído de pacientes con epilepsia y en modelos 

experimentales de epilepsia (Beach et al., 1995; De Simoni et al., 2000; Pernot et 

al., 2015; Sabilallah et al., 2016; Altmann et al., 2021; Di Nunzio et al., 2021), 

sugiriendo que estos cambios fenotípicos en la microglía podrían dar cuenta de la 

participación activa de estas células en el desarrollo de hiperexcitabilidad. 
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Por otro lado, pudimos observar que los efectos de la activación quimiogenética de 

la microglía y de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal 

y sobre la inducción de hiperexcitabilidad, pero no sobre la hiperexcitabilidad ya 

inducida, son mediados principalmente por la señalización del IL1R (figuras 27-29). 

Tomando en cuenta que el receptor IL1R tipo 1 se encuentra mayoritariamente 

expresado en las neuronas (Viviani et al., 2006; He et al., 2019; Liu et al., 2019), 

nuestros resultados sugieren que la manipulación quimiogenética de la microglía y 

de los macrófagos no parenquimales induce sus efectos sobre la excitabilidad 

neuronal a través de promover la síntesis y liberación de IL1β por parte de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales y, posteriormente, la activación del 

receptor IL1R tipo 1 en las neuronas hipocampales. En concordancia con esta 

hipótesis, Grace y colaboradores (2018) demostraron que los efectos producidos 

por la activación quimiogenética de la microglía de la médula espinal, a través de la 

activación de los DREADDs hM3Dq expresados en estas células, sobre el umbral 

del dolor pueden ser bloqueados mediante la administración de la proteína IL1Ra 

(Grace et al., 2018). Curiosamente, la administración de la proteína IL1Ra en 

modelos experimentales de epilepsia resulta en un potente efecto protector, 

observándose menor severidad y frecuencia de la actividad convulsiva, así como 

menor muerte neuronal y microgliosis reactiva (Vezzani et al., 1999; 2000; Noe et 

al., 2013; Feng et al., 2016). Asimismo, los animales carentes del receptor IL1R tipo 

1 muestran una menor susceptibilidad para desarrollar actividad convulsiva (Feng 

et al., 2016). Con lo anterior, decidimos investigar más a fondo los mecanismos 

implicados en el efecto de la activación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y su 

hiperexcitabilidad, a través de la aplicación intracerebroventricular de IL1β (figuras 

31, 35, 33 y 34). Nuestros resultados mostraron que la administración de esta 

citocina proinflamatoria incrementa la excitabilidad hipocampal y exacerba la 

inducción de hiperexcitabilidad (figuras 31-33), similar a lo observado con la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales. 

Lo anterior, refuerza la hipótesis antes mencionada acerca de que los efectos 

inducidos por la manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos 
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no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal y la inducción de 

hiperexcitabilidad son dependientes de la señalización de la IL1β y de su receptor 

IL1R tipo 1. Por otra parte, nuestros resultados también mostraron que la aplicación 

intracerebroventricular de IL1β, así como de la proteína IL1Ra, no produjo efectos 

sobre la hiperexcitabilidad ya inducida con 4-AP (figuras 30 y 34). A este respecto, 

se puede hipotetizar que el establecimiento de la hiperexcitabilidad es capaz de 

modificar la respuesta neuronal ante manipulaciones que, aplicadas en estado 

fisiológico, producen un efecto claro sobre la actividad epileptiforme, es decir, un 

efecto antiepileptiforme o proepileptiforme. Este efecto paradójico ha sido poco 

estudiado en la literatura, sin embargo, se ha reportado con la aplicación de 

benzodiacepinas y de agonistas de los receptores purinérgicos P2Y1 durante la 

hiperexcitabilidad ya establecida (Gaínza-Lein et al., 2019; Alves et al., 2019; 

Burman et al., 2019), así como con la aplicación de nociceptina durante la 

epileptogénesis (Carmona-Aparicio et al., 2007), con la administración de agonistas 

de los receptores a cannabinoides tipo 1 (CB1R, por sus siglas en inglés) en 

modelos de hiperexcitabilidad (Rosenberg et al., 2015; Martínez-Aguirre et al., 2022) 

y con la aplicación de estimulación cerebral profunda en pacientes con epilepsia del 

lóbulo temporal resistente a fármacos (Velasco et al., 2000; Cuéllar-Herrera et al., 

2004; Rocha et al., 2007). Por ejemplo, antes de la inducción de hiperexcitabilidad, 

la aplicación de benzodiacepinas tiene un efecto antiepileptiforme (Mazarati et al., 

1998; Jones et al., 2002; Heldt & Ressler, 2010; Burman et al., 2022), e incluso, las 

benzodiacepinas son ampliamente utilizadas en la clínica para prevenir la aparición 

de crisis epilépticas (Gaínza-Lein et al., 2019; Burman et al., 2022). Sin embargo, 

durante la hiperexcitabilidad ya establecida, la aplicación de benzodiacepinas pierde 

su efecto antiepileptiforme (Mazarati et al., 1998; Jones et al., 2002; Gaínza-Lein et 

al., 2019; Burman et al., 2019; 2022). Por otro lado, Alves y colaboradores (2019) 

mostraron que la activación de los receptores purinérgicos P2Y1 antes de la 

inducción de status epilepticus con ácido kaínico tiene efectos antiepileptiformes, 

disminuyendo la potencia de la actividad epileptiforme y la astrogliosis hipocampal. 

En contraste, la activación de los receptores purinérgicos P2Y1 durante el status 

epilepticus inducido con ácido kaínico, tiene efectos proepileptiformes, exacerbando 
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aún más la hiperexcitabilidad neuronal y la astrogliosis hipocampal (Alves et al., 

2019). Los efectos paradójicos de las benzodiazepinas y de la activación de los 

receptores purinérgicos P2Y1 han sido explicados por cambios inducidos por la 

hiperexcitabilidad sobre la disponibilidad de los receptores GABAA y P2Y1, 

respectivamente, en la membrana celular de las neuronas y de las células gliales 

(Gaínza-Lein et al., 2019; Alves et al., 2019). Específicamente, durante la actividad 

epileptiforme, los receptores GABAA, que son el blanco farmacológico de las 

benzodiacepinas (Sigel & Ernst, 2018), disminuyen su expresión en la membrana 

celular de las neuronas (Goodkin et al., 2008; Heldt & Ressler, 2010; Burman et al., 

2022), lo que reduce la capacidad de las benzodiacepinas para disminuir la 

hiperexcitabilidad neuronal (Goodkin et al., 2008; Heldt & Ressler, 2010; Burman et 

al., 2019; Burman et al., 2022). Por otro lado, en cuanto a los receptores 

purinérgicos P2Y1, estos son receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gq 

que son activados por el ATP y el ADP (Meng & Yao, 2020). En condiciones 

fisiológicas, los receptores purinérgicos P2Y1 se encuentran expresados en las 

neuronas, de forma presináptica (Simões et al., 2018; Alves et al., 2019), por lo que, 

al ser activados por el ATP coliberado durante la neurotransmisión, disminuyen la 

actividad neuronal a través de la atenuación de la liberación de neurotransmisor 

(Mendoza-Fernández et al., 2000). Sin embargo, durante la actividad epileptiforme, 

estos receptores se sobreexpresan en las neuronas y en otros tipos celulares como 

la microglía (Alves et al., 2017; Alves et al., 2019). Como se mencionó 

anteriormente, la activación de los receptores metabotrópicos acoplados a proteínas 

Gq induce un aumento de calcio en el citosol y la síntesis de moléculas 

proinflamatorias en la microglía (Kettenmann et al., 2011). En este sentido, se ha 

reportado que la activación de los receptores purinérgicos P2Y1 resulta en la 

síntesis y liberación de IL1β, de TNFα y de IL6 (Kumagawa et al., 2022; Noguchi et 

al., 2013). Lo anterior, permite hipotetizar que, durante la actividad epileptiforme, la 

activación de los receptores purinérgicos resulta en un aumento de la 

hiperexcitabilidad neuronal a través de la liberación de moléculas proinflamatorias 

por parte de la microglía y la posterior modulación de los receptores glutamatérgicos 

en las neuronas por parte de estas moléculas (Vezzani et al., 2002; 2008; 2011; 
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2019; Vezzani & Viviani, 2015). Por otro lado, Carmona-Aparicio y colaboradores 

(2007) observaron que la administración intracerebroventricular de nociceptina, un 

péptido opioide producido endógenamente (Chiou et al., 2007), produjo efectos 

diferenciales sobre la hiperexcitabilidad neuronal en el modelo de kindling eléctrico 

amigdalino, dependientes de la severidad de la actividad epileptiforme. Estos 

autores mostraron que la hiperexcitabilidad neuronal de animales que no fueron 

sometidos a kindling eléctrico amigdalino, no se alteró tras la administración de 

nociceptina (Carmona-Aparicio et al., 2007). Sin embargo, en los animales 

sometidos a kindling eléctrico amigdalino y que desarrollaron crisis convulsivas 

focales, la administración de nociceptina produjo un efecto inhibidor de la 

hiperexcitabilidad, mientras que en los animales que desarrollaron crisis convulsivas 

generalizadas, la administración de nociceptina produjo un efecto favorecedor de la 

hiperexcitabilidad (Carmona-Aparicio et al., 2007). Estos resultados paradójicos han 

sido explicados por una expresión diferencial en el cerebro del receptor de 

nociceptina a través de la epileptogénesis inducida con kindling eléctrico 

amigdalino, observándose una mayor expresión durante la actividad convulsiva 

focal y una menor expresión durante la actividad convulsiva generalizada, en 

comparación con animales que no fueron sometidos a kindling eléctrico amigdalino 

(Carmona-Aparicio et al., 2007). Asimismo, se ha sugerido que la administración de 

agonistas de los receptores CB1R, que son receptores a cannabinoides asociados 

a proteínas Gi/o y que son expresados en las neuronas de forma presináptica, por 

lo que su activación conlleva a la supresión de la liberación del neurotransmisor 

(Rosenberg et al., 2015; Martínez-Aguirre et al., 2022), podría tener efectos 

paradójicos sobre la actividad epileptiforme dependiendo del nivel de excitabilidad 

neuronal (Rosenberg et al., 2015; Martínez-Aguirre et al., 2022). Uno de los 

ejemplos más claros es la administración del cannabinoide endógeno anandamida 

(Martínez-Aguirre et al., 2022). La administración de anandamida produce efectos 

duales sobre la hiperexcitabilidad inducida de forma experimental (Abdel-Salam et 

al., 2019; Clement et al., 2003; Manna & Umathe, 2012). Al parecer, estos efectos 

son dependientes de la dosis utilizada, pues la administración de dosis bajas de 

este cannabinoide endógeno disminuye la actividad convulsiva inducida con PTZ 
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(Abdel-Salam et al., 2019), mientras que, la administración de dosis altas exacerba 

la actividad convulsiva inducida con PTZ y con ácido kaínico(Clement et al., 2003; 

Manna & Umathe, 2012). El efecto proepileptiforme de la administración de dosis 

altas de anandamida ha sido explicado por la activación de otros receptores, 

además del CB1R, como los receptores TRPV1 (Manna & Umathe, 2012), así como 

por la activación de los receptores CB1R en interneuronas inhibitorias (Rosenberg 

et al., 2015; Albayram et al., 2016; Martínez-Aguirre et al., 2022), por lo que su 

administración resultaría en la desinhibición del circuito neuronal, de esta forma,  

incrementando su excitabilidad. Por otra parte, se ha reportado que la excitabilidad 

neuronal exacerba la expresión de anandamida, así como de su receptor CB1R, 

tanto en pacientes con epilepsia del lóbulo temporal como en modelos animales de 

hiperexcitabilidad (Gessel et al., 2013; Lazarini-Lopes et al., 2020; Rocha et al., 

2020). En conjunto, estas evidencias sugieren que la activación de los receptores 

CB1R, por ejemplo, con anandamida, en pacientes con epilepsia o en modelos 

animales de hiperexcitabilidad podría propiciar un aumento de la actividad 

epileptiforme, incluso con la administración de dosis bajas. Evidencia de lo anterior 

puede ser encontrada con la administración repetitiva de extracto de cannabis sativa 

en roedores, en donde se ha observado la aparición de actividad convulsiva 

espontánea (Whalley et al., 2019), así como con el uso de cannabidiol en pacientes 

con epilepsia, en donde, si bien, la actividad epiléptica disminuye en una proporción 

de pacientes, también se ha reportado que la actividad epiléptica aumenta en 

algunos pacientes (Silva et al., 2020). Asimismo, los receptores a cannabinoides 

tipo 2 (CB2R, por sus siglas en inglés) también podrían estar implicados en los 

efectos paradójicos de los cannabinoides sobre la actividad epileptiforme (Ji et al., 

2021; Martínez-Aguirre et al., 2021). Los receptores CB2R son receptores 

metabotrópicos acoplados a proteínas Gi/o que se expresan en las neuronas de 

forma postsináptica, así como en la microglía y en los astrocitos (Pocok & 

Kettenmann, 2007; Kettenmann et al., 2011; Komorowska-Müller & Schmöle, 2020; 

Ji et al., 2021; Martínez-Aguirre et al., 2021). La activación de los receptores CB2R 

resulta en efectos contradictorios sobre la actividad epileptiforme (Ji et al., 2021). 

Por ejemplo, la deleción del receptor CB2R incrementa la severidad de las crisis 
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convulsivas inducidas con PTZ (Shapiro et al., 2019). Por otro lado, la 

administración de AM1241 o de HU-308, agonistas selectivos de los receptores 

CB2R (De Carvalho et al., 2016; Ji et al., 2021), incrementa la severidad de las crisis 

convulsivas inducidas con PTZ (De Carvalho et al., 2016; Huizenga et al., 2017). 

Adicionalmente, la activación aguda de los receptores CB2R incrementa la actividad 

sináptica de las neuronas piramidales del hipocampo (Morgan et al., 2009). Sin 

embargo, su activación crónica resulta en la disminución de la amplitud de las 

corrientes inhibidoras postsinápticas en las neuronas de la corteza entorrinal (Li & 

Kim, 2015). El mecanismo por el que la activación de los receptores CB2R resulta 

en estos efectos tan variados sobre la actividad epileptiforme aún se desconoce, sin 

embargo, se hipotetiza que es debido a la activación inespecífica de estos 

receptores en las neuronas excitatorias o en las interneuronas inhibitorias (Ji et al., 

2021), así como al patrón temporal de expresión de estos receptores en las 

neuronas, pues su expresión incrementa de forma aguda después de la inducción 

de status epilepticus con pilocarpina y disminuye días después, cuando los animales 

presentan crisis convulsivas espontáneas (Wu & Wong, 2018). Asimismo, la 

activación aguda de los receptores CB2R en la microglía resulta en una disminución 

de la síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias por parte de la microglía 

(Pocok & Kettenmann, 2007; Kettenmann et al., 2011; Ma et al., 2015; Komorowska-

Müller & Schmöle, 2020). En condiciones fisiológicas, la expresión de los receptores 

CB2R en la microglía se encuentra en niveles bajos, comparados con las células 

inmunes periféricas (Komorowska-Müller & Schmöle, 2020). Sin embargo, la 

expresión de los receptores CB2R en la microglía disminuyen aún más tras la 

aplicación de inmunógenos como el LPS o el IFN (Maresz et al., 2005). Aunque no 

se ha descrito el patrón temporal de la expresión de los receptores CB2R en la 

microglía después de la inducción de hiperexcitabilidad, se puede hipotetizar que la 

expresión de estos receptores en la microglía también podría disminuir tras la 

inducción de actividad epileptiforme, lo que resultaría en el aumento de la actividad 

proinflamatoria microglial típicamente observado en los modelos experimentales de 

hiperexcitabilidad y de epilepsia (Vezzani & Granata, 2005; 2011; De Simoni et al., 

2000; Ravizza et al., 2008; Aronica & Crino, 2011). Por otro lado, con la aplicación 
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de estimulación cerebral profunda de alta frecuencia en el hipocampo o en la corteza 

parahipocampal de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente al 

tratamiento farmacológico, se han observado resultados paradójicos que parecen 

depender de la severidad de la hiperexcitabilidad neuronal (Velasco et al., 2000; 

Cuéllar-Herrera et al., 2004; Rocha et al., 2007). En estos estudios se ha observado 

que la estimulación cerebral profunda de alta frecuencia es capaz de disminuir la 

frecuencia de la actividad epileptiforme interictal y el número de convulsiones por 

día en una gran proporción de los pacientes tratados (~60-70 %; Velasco et al., 

2000; Cuéllar-Herrera et al., 2004; Rocha et al., 2007). Sin embargo, en una 

proporción de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente a fármacos 

(~30-40 %), la estimulación cerebral profunda de alta frecuencia no produjo efectos 

sobre la actividad epileptiforme (Velasco et al., 2000; Cuéllar-Herrera et al., 2004; 

Rocha et al., 2007). Al parecer, los pacientes con epilepsia del lóbulo temporal 

resistente a fármacos que no respondieron a la estimulación cerebral profunda 

presentaron, al inicio del estudio, una mayor frecuencia de las crisis epilépticas (28.2 

± 14 crisis por mes) y una mayor duración de la epilepsia (21.7 ± 2.8 años), 

comparados con los pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente a 

fármacos que si respondieron a la estimulación cerebral profunda (frecuencia de las 

crisis epilépticas = 11.0 ± 2.9 crisis por mes; duración de la epilepsia = 14.8 ± 2.5 

años; Cuéllar-Herrera et al., 2004; Rocha et al., 2007). Lo anterior, sugiere que el 

nivel de excitabilidad neuronal podría estar afectando el efecto antiepiléptico de la 

estimulación cerebral profunda, posiblemente a través de la modulación de los 

sistemas GABAérgico y/u opioide (Cuéllar-Herrera et al., 2004; Rocha et al., 2007; 

Martínez-Aguirre et al., 2022). En conjunto, el establecimiento de la 

hiperexcitabilidad neuronal conlleva a cambios moleculares en las neuronas y en 

las células gliales que, a su vez, pueden modificar la respuesta del sistema nervioso 

hacia tratamientos dirigidos a modular su actividad. En el mismo sentido, nuestros 

resultados mostraron que la administración intracerebroventricular de IL1β tiene 

efectos diferenciales sobre la actividad epileptiforme dependiendo de si la 

administración se llevó a cabo antes o durante la actividad epileptiforme (figuras 29, 

30, 31 y 32). Lo anterior no ha sido abordado directamente en la literatura, sin 
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embargo, se puede hipotetizar que, durante la hiperexcitabilidad neuronal, el efecto 

proepileptiforme inducido por la administración intracerebroventricular de IL1β 

podría ser ocluido por la expresión de la proteína IL1Ra (Vezzani et al., 2002; Youn 

et al., 2013). La hiperexcitabilidad neuronal induce un incremento en la expresión y 

la liberación de IL1β, así como del receptor IL1R tipo 1 (Vezzani et al., 1999; Vezzani 

et al., 2002; Ravizza et al., 2008; Youn et al., 2013; Álvarez-Croda et al., 2015). De 

forma paralela, la hiperexcitabilidad neuronal también induce la expresión de la 

proteína IL1Ra (Vezzani et al., 2002; Youn et al., 2013). La proteína IL1Ra tiene 

mayor afinidad por el receptor IL1R tipo 1 que la IL1β y actúa como un limitante de 

los efectos proinflamatorios del acoplamiento de la IL1β con el receptor IL1R tipo 1 

(Rotwell & Luheshi, 2000; Weber et al., 2010; Gabay et al., 2010; Van Den Eeckhout 

et al., 2021). Con lo anterior, la administración intracerebral de IL1β o de la proteína 

IL1Ra antes de la inducción de actividad epileptiforme conlleva a efectos 

proepileptiformes o antiepileptiformes, respectivamente (Vezzani et al., 1999; 

Vezzani et al., 2002; Rosenzweig et al., 2014b; Kolosowska et al., 2014; 2016; Tao 

et al., 2015; Pascoal et al., 2022). Sin embargo, durante la actividad epileptiforme, 

la administración intracerebral de estas citocinas podría no tener efecto sobre la 

hiperexcitabilidad neuronal debido a que el IL1R tipo 1 se encuentra bloqueado por 

la proteína IL1Ra endógena. Con lo anterior, nuestros resultados sugieren que, 

durante la hiperexcitabilidad neuronal, la IL1β y su acoplamiento con su receptor 

IL1R tipo 1 no participa de forma significativa en el efecto proepileptiforme de la 

manipulación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, 

a través de los DREADDs hM3Dq expresados en estas células (figuras 25 y 30). 

Con respecto a la naturaleza de las moléculas proinflamatorias provenientes de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales que pudieran dar cuenta del efecto 

proepileptiforme de la activación quimiogenética de estas células durante la 

hiperexcitabilidad ya establecida, resultados previos de nuestro laboratorio y de 

otros grupos de trabajo han mostrado que la activación quimiogenética de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales resulta en la síntesis y liberación 

de TNFα, de IL6, de óxido nítrico y de H2O2, además de la IL1β (Grace et al., 2018; 

Binning et al., 2020; Lorea-Hernández, 2020; Saika et al., 2021; Kladown et al., 
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2021), por lo que la examinación del papel de estas otras moléculas proinflamatorias 

provenientes de la activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales sobre la hiperexcitabilidad ya inducida es algo que deberá ser 

tomado en cuenta en futuras investigaciones.  

Por último, nos propusimos investigar el efecto de la inhibición selectiva de la 

activación microglial y de los macrófagos no parenquimales, a través de la 

activación de los DREADDs hM4Di expresados en estas células, sobre la 

excitabilidad hipocampal y la inducción de hiperexcitabilidad. Para ello, generamos 

una cepa de animales que expresan a los DREADDs hM4Di bajo el control del 

promotor del gen Cx3cr1, que en el cerebro se encuentra expresado exclusivamente 

en la microglía y en los macrófagos no parenquimales (Nishiyori et al., 1998; Shemer 

et al., 2018; Van Hove et al., 2019), permitiéndonos, de acuerdo con la literatura 

(Grace et al., 2016; 2018; Coleman et al., 2020), inhibir la activación de la microglía 

y de los macrófagos no parenquimales de forma selectiva. La caracterización de la 

expresión de los DREADDs hM4Di, a través de la fluorescencia de la proteína 

fluorescente mCitrina, mostró la expresión exclusiva de este DREADD en una alta 

proporción de células microgliales hipocampales (figura 35) y en macrófagos no 

parenquimales de los espacios perivasculares (Anexo 4), lo que nos permitió 

evaluar el efecto de su activación sobre la excitabilidad hipocampal y la inducción 

de hiperexcitabilidad. Con lo anterior, no podemos descartar la posible expresión de 

los DREADDs hM4Di en los macrófagos no parenquimales de las meninges y de 

los plexos coroideos, pues estas células también expresan el gen Cx3cr1 (Shemer 

et al., 2018; Van Hove et al., 2019). Otros grupos de trabajo también han mostrado 

una alta expresión de los DREADDs hM4Di en la microglía usando al promotor del 

gen Cx3cr1 (Saika et al., 2020; Yi et al, 2021a), mostrando también una expresión 

nula de los DREADDs hM4Di en astrocitos y neuronas (Saika et al., 2020). Nuestros 

resultados mostraron que la inhibición quimiogenética de la activación microglial, a 

través de la activación de los DREADDs hM4Di expresados en estas células, tuvo 

efectos inhibitorios robustos sobre la excitabilidad hipocampal (Figura 36). Como se 

mencionó anteriormente, los DREADDs hM4Di son receptores muscarínicos M4 

mutantes acoplados a una proteína Gi/o (Urban & Roth, 2007; Ben-Shaanan et al., 
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2016; Dobrzanski & Kossut, 2017; Goutaudier et al., 2019). La activación de los 

receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gi/o conlleva una vía de 

señalización intracelular clásica que implica la dimerización de las subunidades 

Gi/o y G/ y la inhibición de la proteína adenilato ciclasa, que, a su vez, inhibe la 

formación de AMP cíclico (Siegel et al., 2005; de Oliveira et al., 2019). Esta vía de 

señalización es antagónica a la vía de señalización de los receptores 

metabotrópicos acoplados a proteínas Gs, que estimulan a la proteína adenilato 

ciclasa y promueven la producción de AMP cíclico (Siegel et al., 2005). En la 

microglía se expresan una variedad de receptores metabotrópicos acoplados a 

proteínas Gs (Kettenmann et al., 2011; Verkhratsky & Noda, 2014), entre los que se 

encuentran los receptores de adenosina A2A/B, los receptores noradrenérgicos 2 

y los receptores dopaminérgicos de la familia D1, que, al ser estimulados, 

promueven la síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias y la proliferación 

microglial, así como la aparición de filopodias que emergen de los procesos 

microgliales y la reorganización del citoesqueleto que resulta en una morfología tipo 

ameboide (Orr et al., 2009; Kettenmann et al., 2011; Gomes et al., 2013; Verkhratsky 

& Noda, 2014; Santiago et al., 2014; Kopec et al., 2018; Bernier et al., 2019), es 

decir, que la activación de receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gs en 

la microglía resultan en un fenotipo microglial proinflamatorio. A su vez, la activación 

de los receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gs en la microglía podría 

contribuir a la generación de oscilaciones neuronales a través de la modulación de 

las sinapsis (Li et al., 2012; Akiyoshi et al., 2018; Nebeling et al., 2019; Ta et al., 

2019; Stowell et al., 2019). En el mismo sentido, en la microglía también se expresan 

múltiples receptores metabotrópicos acoplados a proteínas Gi/o (Kettenmann et al., 

2011; Verkhratsky & Noda, 2014), como los receptores de adenosina A1/3, los 

receptores purinérgicos P2Y12/13/14, los receptores a cannabinoides CB2, los 

receptores dopaminérgicos de la familia D2 y los receptores noradrenérgicos 2, 

cuya activación promueve la extensión de los procesos microgliales y la migración 

de estas células, así como efectos protectores como la inhibición de la síntesis y 

liberación de moléculas proinflamatorias y el mantenimiento de una morfología 

ramificada (Kettenmann et al., 2011; Koizumi et al., 2013; Verkhratsky & Noda, 



203 

 

2014; Dominguez-Meijide et al., 2017), es decir, que la activación de receptores 

metabotrópicos microgliales acoplados a proteínas Gi/o resulta en la inhibición de 

la activación proinflamatoria de la microglía y de los macrófagos no parenquimales. 

A este respecto, Merlini y colaboradores (2021) recientemente mostraron que la 

supresión de la señalización Gi en la microglía exacerba la actividad 

electrofisiológica epileptiforme y las crisis convulsivas inducidas con pilocarpina, e 

incluso, es capaz de inducir hiperexcitabilidad y crisis convulsivas espontáneas por 

sí misma. Juntas, estas evidencias indican que, en condiciones fisiológicas, en la 

microglía existe una fina regulación entre las vías de señalización de las proteínas 

Gi/o y Gs que repercute en el control de la excitabilidad neuronal, probablemente a 

través de la regulación de la actividad sináptica mediante el contacto físico de los 

procesos microgliales con los botones sinápticos, de la fagocitosis de los botones 

sinápticos o a través de la liberación de mediadores microgliales como el BDNF 

(Trang et al., 2009; Li et al., 2012; Antonucci et al., 2012; Ferrini & De Koninck, 2013; 

Luo et al., 2016; Akiyoshi et al., 2018; Nebeling et al., 2019; Huang et al., 2021). Por 

lo tanto, la inhibición de la excitabilidad hipocampal que observamos como 

consecuencia de la activación de los receptores hM4Di expresados en la microglía 

y en los macrófagos no parenquimales (figura 36), podría explicarse por la inhibición 

de las vías intracelulares asociadas a las proteínas Gs de los receptores 

metabotrópicos microgliales que, a su vez, podrían estar sosteniendo la 

excitabilidad neuronal del circuito hipocampal. Adicionalmente, la activación de los 

receptores hM4Di expresados en la microglía y en los macrófagos no 

parenquimales, también se ha visto asociada a una disminución de la síntesis y 

liberación de moléculas proinflamatorias, como la IL1β, el TNFα y la IL6 (Grace et 

al., 2016; Grace et al., 2018; Coleman et al., 2020; Yi et al., 2021a). Sin embargo, 

nuestros resultados descartan que el efecto de la inhibición quimiogenética de la 

activación microglial y de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad 

hipocampal sean el resultado de la inhibición de la liberación de moléculas 

proinflamatorias desde la microglía y los macrófagos no parenquimales, como la 

IL1β, ya que la aplicación de la proteína IL1Ra no tuvo efectos sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal en los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (figura 
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27). Sin embargo, no se puede descartar la participación de otras moléculas 

proinflamatorias liberadas por la microglía y los macrófagos no parenquimales 

activados quimiogenéticamente, como el TNFα y la IL6, entre otras, aunque 

tampoco se ha descrito la existencia de liberación tónica o constitutiva de estas 

moléculas en estado fisiológico en el cerebro (Li et al., 2014; Morini et al., 2015). Lo 

anterior, aguarda a ser explorado de forma experimental en futuras investigaciones. 

Adicionalmente, nuestros resultados también mostraron que la inhibición 

quimiogenética de la activación microglial y de los macrófagos no parenquimales 

disminuye la inducción de hiperexcitabilidad, independientemente del mecanismo 

utilizado para inducirla (figuras 37 y 38). Lo anterior podría ser explicado por el 

efecto antiinflamatorio de la activación de los DREADDs hM4Di expresados en la 

microglía y en los macrófagos no parenquimales. Desde los estudios pioneros de 

Grace y colaboradores (2016; 2018), se ha observado que la activación de los 

DREADDs hM4Di expresados en la microglía tiene un potente efecto inhibidor de la 

síntesis y liberación de moléculas proinflamatorias provenientes de la microglía, 

como la IL1β, el TNFα y la IL6, entre otras, ante la exposición in vitro a inmunógenos 

como el LPS o la quimiocina CCL2. Estos efectos han sido ampliamente 

corroborados por otros grupos de trabajo, en donde se ha observado que la 

activación de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía inhibe la síntesis y 

liberación de moléculas proinflamatorias provenientes de la microglía ante 

condiciones patológicas crónicas como la constricción del nervio ciático, la 

quimioterapia, la transección del nervio espinal L4 o la exposición a etanol (Coleman 

et al., 2020; Yi et al., 2021a). En este sentido, la inducción experimental de 

hiperexcitabilidad conlleva a un aumento en la síntesis y liberación de moléculas 

proinflamatorias, principalmente de la IL1β, el TNFα y la IL6 (Voutsinos-Porche et 

al., 2004; Ravizza et al., 2008; Álvarez-Croda et al., 2015; Vinet et al., 2016; Li et 

al., 2017), condición que pareciera ser indispensable para el desarrollo de esta 

actividad patológica (Vezzani et al., 1999; 2000; 2004; 2008; 2011; 2019; Vezzani & 

Granata, 2005). En suma, se puede hipotetizar que el efecto antiepileptiforme de la 

activación de los DREADDs hM4Di expresados en la microglía y en los macrófagos 

no parenquimales puede ser debido a la inhibición de la síntesis y liberación de 
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estas moléculas proinflamatorias durante la inducción de hiperexcitabilidad. En 

contraste, la inhibición quimiogenética de la activación microglial y de los 

macrófagos no parenquimales no mostró efectos sobre la hiperexcitabilidad ya 

inducida con 4-AP (figura 39), sugiriendo que el mantenimiento de la 

hiperexcitabilidad podría no depender de un tono proinflamatorio microglial, como 

también lo sugieren nuestros resultados utilizando a la proteína IL1Ra y a la IL1β 

(figuras 30 y 34). 

A pesar de las evidencias expuestas en esta tesis, que sugieren una relación entre 

la activación de los macrófagos cerebrales y los efectos inducidos por la HIC sobre 

la excitabilidad neuronal y la hiperexcitabilidad, aún quedan por demostrar de forma 

experimental varios puntos. Primero, que la manipulación selectiva de la microglía 

y de los macrófagos no parenquimales, a través de la activación de los DREADDs 

hM3Dq expresados en estas células, sea capaz de modular los efectos inducidos 

por la HIC sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad. Segundo, que la 

manipulación selectiva de la microglía y de los macrófagos no parenquimales, a 

través de la activación de los DREADDs hM4Di expresados en estas células, pueda 

evitar los efectos de la HIC sobre excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad. Y 

tercero, utilizar marcadores exclusivos de la microglía para expresar a los 

DREADDs hM3Dq y hM4Di en estas células, como la proteína tmem119 (Kaiser & 

Feng, 2019) y comparar sus efectos sobre la excitabilidad hipocampal y la 

hiperexcitabilidad, con los efectos descritos en esta tesis. Asimismo, futuras 

investigaciones estarán enfocadas en evaluar el rol de la activación selectiva de la 

microglía y de los macrófagos no parenquimales, así como de la inhibición selectiva 

de la activación de estas células, sobre la actividad convulsiva y la epileptogénesis 

en animales en libre movimiento, así como en el mantenimiento de la epilepsia 

experimental. 

  



206 

 

Conclusiones 

Los resultados presentados en este trabajo de tesis nos permiten concluir que: 

•  La inducción experimental de HIC incrementó la excitabilidad hipocampal en 

la banda de frecuencia gamma, sugiriendo que los pacientes con el SAOS podrían 

tener alterados los circuitos inhibitorios en el hipocampo (Kann et al., 2014; 

Merchant et al., 2012). 

• La inducción experimental de HIC exacerbó la hiperexcitabilidad neuronal, 

sugiriendo que los pacientes con el SAOS podrían tener una alta susceptibilidad 

para desarrollar actividad epiléptica, probablemente a través de promover el 

desarrollo de neuroinflamación y activación microglial (Smith et al. 2013; Oyarce & 

Iturriaga, 2018; Shi et al., 2018; Gong et al., 2020; Wu et al., 2021). 

• Los efectos de la inducción experimental de HIC sobre la excitabilidad 

hipocampal y la hiperexcitabilidad neuronal fueron revertidos después de un 

periodo de ReOx, sugiriendo que la aplicación de intervenciones terapéuticas en 

contra del SAOS en pacientes con epilepsia, como la CPAP o las intervenciones 

quirúrgicas de las vías respiratorias superiores (como la tonsilectomía, la 

adenoidectomía y la uvuloplastía) e inferiores (como la traqueostomía), podrían 

contribuir al control de la actividad epiléptica (Vaughn et al., 1996; Chihorek et al., 

2007; Manni & Terzaghi, 2010; Vendrame et al., 2011; Segal et al., 2012). 

• La manipulación farmacológica de la microglía con LPS no produjo efectos 

sobre la excitabilidad hipocampal y la hiperexcitabilidad inducida de forma 

experimental, lo que se suma a la controversia respecto al papel de la microglía 

en la inducción de hiperexcitabilidad derivado del uso de herramientas 

experimentales para modular a la microglía de forma no selectiva (Sayyah et al., 

2003b; Mirrione et al., 2010; Ahmadi et al., 2013; Eslami et al., 2015). 

• La manipulación optogenética en animales Cx3cr1/ChR2 exacerbó la 

excitabilidad hipocampal y la inducción de actividad epileptiforme. Aunque esta 

estrategia experimental no resultó ser selectiva. 

• La manipulación de la microglía y de los macrófagos no parenquimales con 

quimiogenética, a través de la activación de los DREADDs hM3Dq expresados en 

estas células, exacerbó la excitabilidad hipocampal y promovió la inducción de 
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hiperexcitabilidad en una forma dependiente de la señalización de la citocina 

proinflamatoria IL1β, indicando que, por sí misma, la activación proinflamatoria de 

la microglía es capaz de modular a la actividad neuronal y de promover la epilepsia, 

además de que permite ver que intervenciones terapéuticas encaminadas en 

bloquear la señalización de la IL1β podrían ser benéficas para el control de las 

crisis epilépticas (Vezzani et al., 1999; 2000; Noe et al., 2013; Feng et al., 2016). 

• La manipulación de la microglía y de los macrófagos no parenquimales con 

quimiogenética, a través de la activación de los DREADDs hM4Di expresados en 

estas células, inhibe la excitabilidad hipocampal y la inducción de 

hiperexcitabilidad, sugiriendo que la microglía y los macrófagos no parenquimales 

ejercen un papel activo en el mantenimiento de la actividad hipocampal 

posiblemente a través de la activación de receptores metabotrópicos acoplados a 

proteínas Gs (Li et al., 2012; Akiyoshi et al., 2018; Nebeling et al., 2019; Ta et al., 

2019; Stowell et al., 2019), además de que nos permite proponer a la activación 

de la microglía y de los macrófagos no parenquimales como un nuevo blanco 

terapéutico para el tratamiento de la hiperexcitabilidad y posiblemente de la 

epilepsia (Vezzani et al., 2019). 
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ANEXOS 

Anexo 1 – Caracterización del efecto de la estimulación optogenética 

sobre la excitabilidad hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

Con la finalidad de caracterizar la influencia de la estimulación optogenética con luz 

azul sobre la excitabilidad hipocampal en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/ChR2 y, de esta forma, establecer la estimulación optogenética requerida 

para provocar cambios en la actividad electrofisiológica del hipocampo, se realizó 

una curva de estimulación en donde, en los mismos animales, se aplicaron pulsos 

de luz azul continua con diferentes duraciones (1 min, 5 min, 10 min y 20 min; ~0.03 

mW/mm2 de intensidad; n = 6) y se observaron sus efectos sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal por 20 minutos (Anexo 1A). Tras 1 minuto de 

estimulación optogenética no se observaron cambios sustanciales en la 

excitabilidad hipocampal (Anexo 1A), así como en la potencia de dicha actividad en 

la banda ancha de 1-115 Hz (131.7 ± 19.9 % del basal; n = 6; p>0.1; prueba de 

Friedman; Anexo 1B y 1C), con respecto a la actividad electrofisiológica previa al 

estímulo optogenético. Sin embargo, 5 minutos de estimulación optogenética indujo 

la aparición de espigas epileptiformes e incrementó la actividad electrofisiológica de 

fondo (Anexo 1A), reflejándose en un aumento estadísticamente significativo de la 

potencia en la banda ancha de 1-115 Hz (477.6 ± 110.4 % del basal; n = 6; p<0.01; 

prueba de Friedman; Anexo 1B y 1C), con respecto a la actividad electrofisiológica 

previa a la estimulación optogenética. La estimulación optogenética con duración 

de 10 minutos indujo un aumento sustancial de la actividad electrográfica de fondo 

acompañado de espigas epileptiformes (Anexo 1A), cuya potencia en la banda 

ancha de 1-115 Hz fue estadísticamente mayor a la actividad electrofisiológica 

previa a la estimulación optogenética y a las estimulaciones de 1 y 5 minutos (713.3 

± 89.2 % del basal; n = 6; p<0.001; prueba de Friedman; Anexo 1B y 1C). Asimismo, 

con la estimulación optogenética con duración de 20 minutos se observaron los 

mismos efectos que con la estimulación de 10 minutos, pero exacerbados (Anexo 

1A), mostrando un incremento significativo de la potencia en la banda ancha de 1-

115 Hz (1307.2 ± 196.5 % del basal; n = 6; p<0.001; prueba de Friedman; Anexo 
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1B y 1C), comparada con la actividad previa a la estimulación optogenética y a las 

estimulaciones de 1, 5 y 10 minutos. En conjunto, estos resultados indican que la 

estimulación optogenética en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 

incrementa la excitabilidad hipocampal en una forma dependiente de la duración del 

estímulo optogenético. 

 

 

Anexo 1. Efecto de la modulación optogenética sobre la actividad 
electrofisiológica del hipocampo de animales anestesiados de la cepa 
Cx3cr1/ChR2. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica hipocampal antes y después de la estimulación optogenética 
con diferentes duraciones (1 min, 5 min, 10 min y 20 min) en animales de la 
cepa Cx3cr1/ChR2. Nótese que la actividad electrofisiológica hipocampal 
incrementa su amplitud conforme aumenta la duración del estímulo 
optogenético. B. Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal), en la 
banda ancha de 1-115 Hz, de la actividad electrofisiológica del hipocampo 
después de la estimulación optogenética con diferentes duraciones en 
animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2 (n = 6). C. Espectrogramas de 
la potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica 
hipocampal, en la banda ancha de 1-115 Hz, después la estimulación 
optogenética con diferentes duraciones. Nótese que la estimulación 
optogenética incrementa la potencia de la actividad electrofisiológica 
hipocampal en una forma dependiente de la duración del estímulo 
optogenético. ** y **, denotan una diferencia estadísticamente significativa con 
p<0.01 y p<0.001, respectivamente, comparado con la actividad 
electrofisiológica previa a la estimulación optogenética. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Friedman. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 

 



260 

 

Anexo 2 – Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal 

de los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

Con el objetivo de caracterizar la actividad electrofisiológica hipocampal de los 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2, se analizó la actividad 

electrofisiológica basal y se comparó con la de los animales de la cepa control 

Cx3cr1/Cre. La actividad electrofisiológica basal del hipocampo de los animales de 

ambas cepas se caracterizó por la presencia de actividad rítmica lenta (Anexo 2A), 

típica de la anestesia inducida con uretano (Krami et al., 1975; Wolansky et al., 

2006). El análisis de la potencia absoluta en la banda ancha de 1-115 Hz no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre los animales de las cepas 

Cx3cr1/Cre (3.2 ± 2.5 µV2/Hz; n = 7; Anexo 2B) y Cx3cr1/ChR2 (1.4 ± 0.6 µV2/Hz; 

n = 7; p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; Anexo 2B). De la misma forma, el análisis 

de la potencia relativa de la actividad basal del hipocampo no mostró diferencias 

estadísticamente significativas en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas 

entre los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2 (Delta = 52.0 ± 7.3 % de la potencia, 

p>0.1; Theta = 26.2 ± 3.4 % de la potencia, p>0.1; Beta = 20.9 ± 4.6 % de la 

potencia, p>0.1; Gamma = 0.7 ± 0.1 % de la potencia, p>0.1; prueba de Kruskal-

Wallis; n = 7; anexo 2C y 2D) y los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (Delta = 

55.9 ± 7.0 % de la potencia; Theta = 23.2 ± 3.5 % de la potencia; Beta = 19.7 ± 3.9 

% de la potencia; Gamma = 1.0 ± 0.1 % de la potencia; n = 7, anexo 2C y 2C). 

Juntos, estos resultados indican que la capacidad para generar actividad oscilatoria 

rítmica, característica del circuito hipocampal (Kramis et al., 1975; Buzsáki et al., 

2003), no se ve alterada con la expresión constitutiva de la proteína ChR2 en los 

animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
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Anexo 2. Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal de los 
animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. A. Trazos representativos de 
la actividad electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2. B. Cuantificación de la potencia absoluta (µV2/Hz), 
en la banda ancha de 1-115 Hz, de la actividad electrofisiológica del hipocampo 
de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 7) y Cx3cr1/ChR2 (n = 7). C. 
Espectrogramas de la potencia relativa (% de la potencia) de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/ChR2. D. Cuantificación de la potencia relativa (% de la potencia) de la 
actividad electrofisiológica basal del hipocampo de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2 en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta 
(4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese que la expresión 
constitutiva de la proteína ChR2 no afecta la actividad electrofisiológica basal 
del hipocampo en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis 
y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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Anexo 3 – Caracterización de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 

Con el objetivo de caracterizar la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2, se administró 4-AP (20 mg/kg, i.p.) 

de forma sistémica en animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2 y 

posteriormente se observaron sus efectos sobre la actividad electrofisiológica 

hipocampal durante 20-30 minutos. La administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) indujo 

hiperexcitabilidad en ambas cepas de animales, caracterizada por el aumento de la 

actividad electrofisiológica de fondo y la presencia de espigas epileptiformes (Anexo 

3A). El análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, 

i.p.) no mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las bandas 

de frecuencia analizadas entre los animales de las cepas Cx3cr1/Cre (Banda ancha 

= 988.2 ± 209.5 % del basal; Delta = 923.1 ± 249.0 % del basal; Theta = 936.9 ± 

163.5 % del basal; Beta = 1662.0 ± 488.6 % del basal; Gamma = 3816.6 ± 1987.3 

% del basal; n = 6; Anexo 3B y 3C) y Cx3cr1/ChR2 (Banda ancha = 804.3 ± 150.7 

% del basal, p>0.1; Delta = 755.6 ± 364.6 % del basal, p>0.1; Theta = 1271.3 ± 

409.9 % del basal, p>0.1; Beta = 2345.4 ± 1030.9 % del basal, p>0.1; Gamma = 

4153.7 ± 2627.7 % del basal, p>0.1; n = 6; prueba de Kruskal-Wallis; Anexo 3B y 

3C). Estos resultados indican que la expresión constitutiva de la proteína ChR2 no 

afecta la inducción de hiperexcitabilidad con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en los animales 

anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. 
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Anexo 3. Caracterización de la inducción de hiperexcitabilidad hipocampal con 
4-AP en animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/ChR2. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica basal y de la 
hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2. Las flechas indican el inicio de administración de 
4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 15-20 minutos después de la 
administración de 4-AP (40 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha). B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad hipocampal 
de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/ChR2 (n = 6). C. 
Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad 
hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/ChR2 en la banda 
ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), 
beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese que la expresión constitutiva de 
la proteína ChR2 no afecta la inducción de hiperexcitabilidad hipocampal con 
4-AP en los animales de la cepa Cx3cr1/ChR2. La potencia en las distintas 
bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una 
corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, 
con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados 
como la media ± EEM. 
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Anexo 4 – Caracterización de la expresión de las proteínas de fusión 

hM3Dq-mCitrina y hM4Di-mCitrina en macrófagos no parenquimales de 

los espacios perivasculares del hipocampo de animales de las cepas 

Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM4Di. 

Con la finalidad de caracterizar la expresión de las proteínas de fusión hM3Dq-

mCitrina y hM4Di-mCitrina en los macrófagos no parenquimales de los espacios 

perivasculares de los animales de las cepas Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM4Di, 

respectivamente, mediante inmunofluorescencia, se observó la expresión de la 

proteína fluorescente mCitrina, expresada de forma constitutiva en las células que 

expresan a los DREADDs hM3Dq y hM4Di, y se colocalizó con la marca 

fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 en células perivasculares del hipocampo de 

animales de las cepas Cx3cr1/hM3Dq (Anexo 4A) y Cx3cr1/hM4Di (Anexo 4B). En 

las muestras histológicas del stratum lacunosum-moleculare del área CA1 del 

hipocampo de los animales de las cepas Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM3Dq, la marca 

fluorescente del anticuerpo anti-Iba1 evidenció la presencia de macrófagos 

asociados a los espacios perivasculares (Anexo 4A y 4B). La marca fluorescente de 

las proteínas de fusión hM3Dq-mCitrina y hM4Di-mCitrina se observó como puncta 

de fluorescencia y colocalizó con las células positivas a Iba1 de los espacios 

perivasculares en ambas cepas de animales (Anexo 4A y 4B).  

 

Anexo 4. Caracterización de la expresión de las proteínas de fusión hM3Dq-

mCitrina y hM4Di-mCitrina en macrófagos no parenquimales de los espacios 

perivasculares del hipocampo de animales de las cepas Cx3cr1/hM3Dq y 
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Cx3cr1/hM4Di, respectivamente. A. Micrografías de la inmunofluorescencia del 

anticuerpo Iba1 (izquierda, rojo), de la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina 

(centro, amarillo) y de su combinación con DAPI (derecha, azul), en el stratum 

lacunosum-moleculare del área CA1 del hipocampo de un animal de la cepa 

Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas blancas indican células perivasculares positivas a 

Iba1 y a la proteína de fusión hM3Dq-mCitrina. B. Lo mismo que en A, pero 

para animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di.  Nótese que las proteínas de fusión 

hM3Dq-mCitrina y hM4Di-mCitrina colocalizan con la marca fluorescente del 

anticuerpo anti-Iba1 en células perivasculares del hipocampo de animales 

Cx3cr1/hM3Dq y Cx3cr1/hM4Di, respectivamente. 
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Anexo 5– Caracterización del efecto de la activación quimiogenética de 

la microglía y de los macrófagos no parenquimales sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Con el objetivo de caracterizar la influencia de la activación selectiva de la microglía 

y de los macrófagos no parenquimales sobre la excitabilidad hipocampal, en grupos 

independientes de animales, se administró CNO de forma intracerebroventricular a 

diferentes dosis (10 ng, 100 ng, 1 µg y 10 µg) en animales anestesiados de la cepa 

Cx3cr1/hM3Dq y posteriormente se observaron sus efectos sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal durante 20 minutos (Anexo 5A). La administración 

intracerebroventricular de 10 ng y de 100 ng de CNO no produjo efectos 

significativos sobre la actividad electrofisiológica hipocampal (Anexo 4A), así como 

tampoco cambios en la potencia de la actividad electrofisiológica en la banda ancha 

de 1-115 Hz (10 ng: 120.9 ± 11.9 % del basal, p>0.1, n = 6; 100 ng: 252.3 ± 81.6 % 

del basal, p>0.1, n = 6; prueba de Friedman; Anexo 5B y 5C), con respecto a la 

actividad basal previa a la administración de CNO. Sin embargo, la administración 

de 1 µg de CNO aumentó la amplitud de la actividad electrográfica hipocampal 

(Anexo 4A), así como la potencia de dicha actividad en la banda ancha de 1-115 

Hz (2062.5 ± 626.4 % del basal, p<0.001, n = 6; prueba de Friedman; Anexo 5B y 

5C), con respecto a la actividad basal previa a la administración de CNO. Asimismo, 

la aplicación de 10 µg de CNO aumentó sustancialmente la amplitud de la actividad 

electrofisiológica hipocampal e indujo espigas epileptiformes (Anexo 5A). Dichos 

efectos se reflejaron en un aumento significativo de la potencia de la actividad 

electrográfica en la banda ancha de 1-115 Hz (16602.2 ± 11499.8 % del basal, 

p<0.001, n = 6; prueba de Friedman; Anexo 5B y 5C). Juntos, estos resultados 

muestran que la activación quimiogenética de la microglía y de los macrófagos no 

parenquimales, a través de la activación de los DREADDs excitatorios hM3Dq 

expresados en estas células, resultan en un aumento sustancial de la actividad 

electrofisiológica hipocampal, que es dependiente de la dosis de CNO 

administrada. Por otro lado, muestran que la administración intracerebroventricular 

de 10 µg de CNO ejerce los efectos más gruesos sobre la excitabilidad hipocampal. 
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Anexo 5. Caracterización del efecto de la activación quimiogenética de la 
microglía y de los macrófagos no parenquimales sobre la actividad 
electrofisiológica hipocampal en animales anestesiados de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos de larga duración de la actividad 
electrofisiológica antes y después de la administración intracerebroventricular 
de CNO a diferentes dosis (10 ng, 100 ng, 1 µg y 10 µg) en animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de la administración de CNO. B. 
Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
electrofisiológica hipocampal después de la administración de CNO a diferentes 
dosis en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). C. Cuantificación de la 
potencia normalizada (% del basal) de la actividad electrofisiológica hipocampal 
después de la administración de CNO a diferentes dosis en la banda ancha (1-
115 Hz) y en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-
30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese que la administración de CNO produce 
un incremento de la actividad electrofisiológica hipocampal que es dependiente 
de la dosis de CNO administrada. ** denota una diferencia estadísticamente 
significativa con p<0.01, comparado contra la actividad electrofisiológica basal 
previa a la administración intracerebroventricular de CNO. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Friedman. Los 
datos fueron graficados como la media ± EEM. 
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Anexo 6 – Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal 

de los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Con la finalidad de caracterizar la actividad electrofisiológica hipocampal de los 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se analizó la actividad 

electrofisiológica basal y se comparó con la de los animales de la cepa control 

Cx3cr1/Cre. La actividad electrofisiológica basal del hipocampo de los animales de 

ambas cepas se caracterizó por la presencia de actividad rítmica lenta (anexo 6), 

típica de la anestesia inducida con uretano (Krami et al., 1975; Wolansky et al., 

2006). El análisis de la potencia absoluta en la banda ancha de 1-115 Hz no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre los animales de las cepas 

Cx3cr1/Cre (0.5 ± 0.2 µV2/Hz; n = 6; Anexo 6B) y Cx3cr1/hM3Dq (0.3 ± 0.1 µV2/Hz; 

n = 6; p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; Anexo 6B). De la misma forma, el análisis 

de la potencia relativa de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo no 

mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las bandas de 

frecuencia analizadas entre los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (Delta = 

44.4 ± 3.7 % de la potencia; Theta = 22.8 ± 1.7 % de la potencia; Beta = 28.5 ± 2.4 

% de la potencia; Gamma = 4.1 ± 0.6 % de la potencia; n = 6; Anexo 6C y 6D) y los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq (Delta = 47.2 ± 2.8 % de la potencia, p>0.1; 

Theta = 18.2 ± 1.1 % de la potencia, p>0.1; Beta = 28.8 ± 1.7 % de la potencia, 

p>0.1; Gamma = 5.7 ± 0.9 % de la potencia; n = 6; p>0.1; prueba de Kruskal-Wallis; 

Anexo 6C y 6D). Juntos, estos resultados indican que la capacidad para generar 

actividad oscilatoria rítmica, característica del circuito hipocampal (Kramis et al., 

1975; Buzsáki et al., 2003), no se ve alterada con la expresión constitutiva de los 

DREADDs excitatorios hM3Dq en los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 
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Anexo 6. Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal de los 
animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos representativos 
de la actividad electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. B. Cuantificación de la potencia absoluta 
(µV2/Hz), en la banda ancha de 1-115 Hz, de la actividad electrofisiológica del 
hipocampo de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 
6). C. Espectrogramas de la potencia relativa (% de la potencia) de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq. D. Cuantificación de la potencia relativa (% de la potencia) de 
la actividad electrofisiológica basal del hipocampo de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta 
(4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese que la expresión 
constitutiva de la proteína hM3Dq no afecta la actividad electrofisiológica basal 
del hipocampo en los animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba de Kruskal-Wallis 
y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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Anexo 7 – Caracterización de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP en 

los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Con el objetivo de caracterizar la actividad epileptiforme inducida con 4-AP en 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se administró 4-AP (20 mg/kg, i.p.) de forma 

sistémica y posteriormente se observaron sus efectos sobre la actividad 

electrofisiológica hipocampal durante 30 minutos (Anexo 7A). La administración 

sistémica de 4AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados de la cepa control 

Cx3cr1/Cre produjo la aparición de hiperexcitabilidad hipocampal, caracterizada por 

un aumento sustancial de la amplitud de la actividad electrográfica y por la 

presencia de espigas epileptiformes (Anexo 7A), reflejándose en un aumento de la 

potencia de la actividad electrofisiológica en todas las bandas de frecuencia 

analizadas (Banda ancha = 1607.5 ± 322.4 % del basal, p<0.001; Delta = 1997.1 ± 

529.9 % del basal, p<0.01; Theta = 1606.4 ± 157.1 % del basal, p<0.001; Beta = 

1068.35 ± 157.1 % del basal, p<0.01; Gamma = 752.1 ± 108.4 % del basal, p<0.05; 

n = 6; prueba de Friedman; Anexo 7B y 7C), comparado con la actividad 

electrofisiológica basal previa a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). 

Asimismo, la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados de 

la cepa Cx3cr1/hM3Dq resultó en un patrón electrográfico de hiperexcitabilidad 

hipocampal similar al mostrado por los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre 

(Anexo 7A). El análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad hipocampal de los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq no mostró diferencias estadísticamente 

significativas en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 

2025.7 ± 411.1 % del basal, p>0.1; Delta = 2219.0 ± 661.3 % del basal, p>0.1; Theta 

= 2156.0 ± 552.7 % del basal, p>0.1; Beta = 3117.4 ± 1099.1 % del basal, p>0.1; 

Gamma = 3102.1 ± 893.3 % del basal, p>0.1; n = 6; prueba de Kruskal-Wallis; 

Anexo 7B y7C), con respecto a la actividad epileptiforme de los animales de la cepa 

control Cx3cr1/Cre. Estos resultados indican que la expresión de los DREADDs 

excitatorios hM3Dq en la microglía y en los macrófagos no parenquimales no altera 

la capacidad del circuito hipocampal para producir hiperexcitabilidad.  
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Anexo 7. Caracterización de la inducción de hiperexcitabilidad hipocampal con 
4-AP de los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica basal y de la 
hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. Las flechas indican el inicio de administración de 
4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos de la actividad 
electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja punteada, en 
condiciones basales (trazo de la izquierda) y 15-20 minutos después de la 
administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha). B. Espectrogramas 
de la potencia normalizada (% del basal) de la hiperexcitabilidad hipocampal 
de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM3Dq (n = 6). C. 
Cuantificación de la potencia normalizada (% del basal) de la actividad 
epileptiforme hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM3Dq en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia 
delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese 
que la expresión constitutiva de la proteína hM3Dq no afecta la inducción de 
hiperexcitabilidad hipocampal con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en los animales de la 
cepa Cx3cr1/hM3Dq. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba de Kruskal-Wallis y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 
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Anexo 8 – Caracterización de la expresión proteica de IL1β hipocampal 

después de la administración intracerebroventricular de CNO en 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM3Dq. 

Con el fin de caracterizar los niveles de la citocina proinflamatoria IL1β en el 

hipocampo después de la activación quimiogenética de la microglía y de los 

macrófagos no parenquimales en animales de la cepa Cx3cr1/hM3Dq, se realizó la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales anestesiados de 

las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM3Dq. Aproximadamente 60 min después de la 

administración intracerebroventricular de CNO (10 µg), se extrajo el hipocampo de 

los animales y posteriormente se cuantificó la concentración de IL1β de cada 

muestra mediante ELISA (anexo 8). El análisis de los niveles de IL1β hipocampal 

mostró que la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) aumentó 

ligeramente la concentración de IL1β hipocampal en los animales de la cepa 

Cx3cr1/hM3Dq (5.7 ± 1.0 pg/mg de tejido; p<0.05; n = 6 animales), en comparación 

con animales la cepa control Cx3cr1/Cre (3.0 ± 0.5 pg/mg de tejido; n = 6 animales). 

 

 

Anexo 8. Caracterización de la expresión proteica de IL1β hipocampal después 
de la administración intracerebroventricular de CNO (10 µg) en animales 
anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6 animales) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6 
animales). Nótese que la administración de CNO (10 µg) incrementó 
ligeramente los niveles de IL1β hipocampal en los animales de la cepa 
Cx3cr1/hM3Dq. * denota una diferencia estadísticamente significativa entre los 
grupos con p<0.05. La comparación estadística se llevó a cabo con la prueba t 
de Student. Los datos fueron graficados como la media ± EEM. 
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Anexo 9 – Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal 

de los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

Con el objetivo de caracterizar la actividad electrofisiológica hipocampal de los 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di, la actividad electrofisiológica 

basal fue analizada y comparada con la de los animales de la cepa control 

Cx3cr1/Cre. La actividad electrofisiológica basal del hipocampo de los animales de 

ambas cepas se caracterizó por la presencia de actividad rítmica lenta (anexo 9A), 

típica de la anestesia inducida con uretano (Krami et al., 1975; Wolansky et al., 

2006). El análisis de la potencia absoluta en la banda ancha de 1-115 Hz no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre los animales de las cepas 

Cx3cr1/Cre (2.1 ± 0.7 µV2/Hz; n = 6; Anexo 7B) y Cx3cr1/hM4Di (1.2 ± 0.6 µV2/Hz, 

p>0.1; n = 6; prueba ANOVA de una vía; Anexo 9B). De la misma forma, el análisis 

de la potencia relativa de la actividad electrofisiológica basal del hipocampo no 

mostró diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las bandas de 

frecuencia analizadas entre los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (Delta = 62.1 

± 10.5 % de la potencia; Theta = 17.3 ± 4.1 % de la potencia; Beta = 18.9 ± 6.0 % 

de la potencia; Gamma = 1.5 ± 0.5 % de la potencia; n = 6; Anexo 9C y 9D) y los 

animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di (Delta = 46.5 ± 5.6 % de la potencia, p>0.1; 

Theta = 28.3 ± 4.2 % de la potencia, p>0.1; Beta = 22.6 ± 3.4 % de la potencia, 

p>0.1; Gamma = 2.4 ± 0.6 % de la potencia, p>0.1; n = 6; prueba ANOVA de una 

vía; Anexo 9C y 9D). Juntos, estos resultados indican que la capacidad para generar 

actividad oscilatoria rítmica, característica del circuito hipocampal (Kramis et al., 

1975; Buzsáki et al., 2003), no se encuentra alterada con la expresión constitutiva 

de los DREADDs inhibitorios hM4Di en los animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 
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Anexo 9. Caracterización de la actividad electrofisiológica hipocampal de los 
animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. A. Trazos representativos de 
la actividad electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. B. Cuantificación de la potencia absoluta (µV2/Hz), 
en la banda ancha de 1-115 Hz, de la actividad electrofisiológica del hipocampo 
de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y Cx3cr1/hM4Di (n = 6). C. 
Espectrogramas de la potencia relativa (% de la potencia) de la actividad 
electrofisiológica hipocampal basal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre y 
Cx3cr1/hM4Di. D. Cuantificación de la potencia relativa (% de la potencia) de 
la actividad electrofisiológica basal del hipocampo de animales de las cepas 
Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz), theta 
(4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese que la expresión 
constitutiva de la proteína hM4Di no afecta la actividad electrofisiológica basal 
del hipocampo en los animales de la cepa Cx3cr1/hM4Di. La potencia en las 
distintas bandas de frecuencia fue comparada con la prueba ANOVA de una 
vía y una corrección por comparaciones múltiples, a través de las bandas de 
frecuencia, con la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron 
graficados como la media ± EEM. 
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Anexo 10 – Caracterización de la hiperexcitabilidad inducida con 4-AP 

en los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. 

Con la finalidad de caracterizar la actividad epileptiforme inducida con 4-AP de los 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di, se administró 4-AP 

sistémicamente y se observaron sus efectos sobre la actividad electrofisiológica de 

los animales anestesiados de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. La 

administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados de la cepa control 

Cx3cr1/Cre indujo la aparición de hiperexcitabilidad en el hipocampo, caracterizada 

por un aumento sustancial de la amplitud de la actividad electrográfica y por la 

presencia de espigas epileptiformes (Anexo 10A), reflejándose en un aumento 

significativo de la potencia de la actividad electrofisiológica en todas las bandas de 

frecuencia analizadas (Banda ancha = 1129.6 ± 264.4 % del basal, p<0.01; Delta = 

1295.8 ± 324.9 % del basal, p<0.01; Theta = 1154.4 ± 353.8 % del basal, p<0.01; 

Beta = 915.2 ± 305.7 % del basal, p<0.01; Gamma = 899.3 ± 273.5 % del basal, 

p<0.01; n = 6; prueba de Friedman; Anexo 10B y 10C), en comparación con la 

actividad electrofisiológica basal previa a la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). 

Por otro lado, la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados 

de la cepa Cx3cr1/hM4Di mostró un patrón de hiperexcitabilidad hipocampal similar 

al que mostraron los animales de la cepa control Cx3cr1/Cre (Anexo 10A). 

Asimismo, el análisis de la potencia de la hiperexcitabilidad hipocampal de los 

animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di no mostró diferencias 

significativas en ninguna de las bandas de frecuencia analizadas (Banda ancha = 

919.2 ± 1573.3131.9 % del basal, p>0.1; Delta = 1372.4 ± 197.6 % del basal, p>0.1; 

Theta = 797.9 ± 179.0 % del basal, p>0.1; Beta = 479.7 ± 106.3 % del basal, p>0.1; 

Gamma = 617.6 ± 177.3 % del basal, p>0.1; n = 6; prueba ANOVA de una vía; 

Anexo 10B y 10C), con respecto a la cepa control Cx3cr1/Cre. Estos resultados 

indican que la expresión de los DREADDs inhibitorios hM4Di en la microglía y en 

los macrófagos no parenquimales no altera la capacidad del circuito hipocampal 

para producir actividad epileptiforme.  
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Anexo 10. Caracterización de la hiperexcitabilidad hipocampal inducida con 4-
AP de los animales anestesiados de la cepa Cx3cr1/hM4Di. A. Trazos 
representativos de larga duración de la actividad electrofisiológica basal y de la 
hiperexcitabilidad inducida con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en animales anestesiados 
de las cepas Cx3cr1/Cre y Cx3cr1/hM4Di. Las flechas indican el inicio de 
administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.). Debajo, se observan trazos expandidos 
de la actividad electrofisiológica del hipocampo delimitada por la línea roja 
punteada, en condiciones basales (trazo de la izquierda) y 15-20 minutos 
después de la administración de 4-AP (20 mg/kg, i.p.; trazo de la derecha). B. 
Espectrogramas de la potencia normalizada (% del basal) de la 
hiperexcitabilidad hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre (n = 6) y 
Cx3cr1/hM4Di (n = 6). C. Cuantificación de la potencia normalizada (% del 
basal) de la hiperexcitabilidad hipocampal de animales de las cepas Cx3cr1/Cre 
y Cx3cr1/hM4Di en la banda ancha (1-115 Hz) y en las bandas de frecuencia 
delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-115 Hz). Nótese 
que la expresión constitutiva de la proteína hM4Di no afecta la inducción de 
hiperexcitabilidad hipocampal con 4-AP (20 mg/kg, i.p.) en los animales de la 
cepa Cx3cr1/hM4Di. La potencia en las distintas bandas de frecuencia fue 
comparada con la prueba ANOVA de una vía y una corrección por 
comparaciones múltiples, a través de las bandas de frecuencia, con la prueba 
de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Los datos fueron graficados como la media ± 
EEM. 
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A B S T R A C T

Chronic intermittent hypoxia (CIH) is the most distinct feature of obstructive sleep apnea (OSA), a common
breathing and sleep disorder that leads to several neuropathological consequences, including alterations in the
hippocampal network and in seizure susceptibility. However, it is currently unknown whether these alterations
are permanent or remit upon normal oxygenation. Here, we investigated the effects of CIH on hippocampal
spontaneous network activity and hyperexcitability in vitro and explored whether these alterations endure or
fade after normal oxygenation. Results showed that applying CIH for 21 days to adult rats increases gamma-band
hippocampal network activity and aggravates 4-Aminopyridine-induced epileptiform activity in vitro.
Interestingly, these CIH-induced alterations remit after 30 days of normal oxygenation. Our findings indicate
that hippocampal network alterations and increased seizure susceptibility induced by CIH are not permanent and
can be spontaneously reverted, suggesting that therapeutic interventions against OSA in patients with epilepsy,
such as surgery or continuous positive airway pressure (CPAP), could be favorable for seizure control.

1. Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a chronic multifactorial disorder
characterized by recurrent brief episodes of complete or partial collapse
of the upper airway during sleep (Xie & Yung, 2012; Sforza & Roche,
2016). Chronic intermittent hypoxia (CIH), the principal consequence
of OSA (Chiang, 2006; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014;
Sforza & Roche, 2016), leads to several neuropathological con-
sequences, including cognitive impairment and structural and func-
tional hippocampal network alterations (Chiang, 2006; Manni &
Terzaghi, 2010; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014; Cha et al.,
2017; Peña-Ortega, 2016). OSA is commonly present in patients with
drug-resistant epilepsy and aggravates the clinical course of this dis-
order, resulting in poor seizure control and a high risk of sudden un-
expected death in epilepsy (Malow et al., 2000; Chihorek et al., 2007;
Manni & Terzaghi, 2010; Nobili et al., 2011; Andersen et al., 2012;
Segal et al., 2012).

CIH can be experimentally induced by exposing animals to recurrent
brief episodes of moderate hypoxia (3-8% inspired O2), alternating with
brief episodes of normoxia several hours a day for several days (Veasey
et al., 2004; Del Rio et al., 2014; Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014;
Moraes & Machado, 2015; Sforza & Roche, 2016; Morgan et al., 2016).
Experimentally induced CIH leads to diverse neuropathological features
resembling OSA (Del Rio et al., 2014; Moraes & Machado, 2015; Sforza
& Roche, 2016; Morgan et al., 2016), including cognitive impairment
and hippocampal network activity alterations (Gozal et al., 2001; Wais
et al., 2009; Cha et al., 2017; Khuu et al., 2019). In addition, it has been
shown that hypoxia results in long-lasting neuropathological effects in
neonatal animals (Mikati et al., 2005; Kanaan et al., 2005; Dylag et al.,
2017), including augmented seizure susceptibility and epileptogenesis
(Jensen et al., 1991, 1992; Björkman et al., 2010; Xie et al., 2010;
Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015). Moreover,
Wais et al. (2009) showed that brief hypoxic episodes in adult rats in-
duce seizures and augment hippocampal epileptiform activity in vitro.
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However, the persistency, or reversibility, of the hippocampal network
activity alterations and the increased seizure susceptibility induced by
CIH remain unknown (Xie & Yung, 2012). Here, we investigated the
effects of CIH on hippocampal spontaneous network activity and 4-
Aminopyridine (4AP)-induced hyperexcitability in vitro and explored
whether these alterations are permanent or remit after normal oxyge-
nation. Results showed that experimentally induced CIH for 21 days
alters hippocampal network activity in the gamma band and aggravates
4AP-induced epileptiform activity in adult rat hippocampal slices. In
addition, our results demonstrate that CIH-induced hippocampal net-
work alterations and pro-epileptiform effects are spontaneously re-
verted after normal oxygenation (reoxygenation, ReOx).

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Twenty-two male Wistar rats (6-8 weeks old, 150-200 g) were ob-
tained from the animal facility at the Institute of Neurobiology,
Universidad Nacional Autónoma de México (INB-UNAM) and housed in
collective cages (4 animals/cage) at the Behavioral Analysis Unit (BAU;
INB-UNAM) under standard vivarium conditions (22-23 °C,12-h light/
dark cycle), with food and water ad libitum. All the experiments were
conducted in accordance with the Official Mexican Standard published
by México’s Ministry of Agriculture (SAGARPA NOM-062-ZOO-1999)
and the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). In ad-
dition, all experiments were approved by the Bioethics Committee of
the INB-UNAM. Only the minimal and necessary number of animals
were used in this study.

2.2. Chronic intermittent hypoxia

CIH was induced as previously reported (Moraes & Machado, 2015),
but with slight modifications (Fig. 1). Animals in collective cages (4
animals/cage) were introduced daily into Plexiglas chambers (76 cm x
51 cm x 51 cm) equipped with gas injectors and O2, CO2, humidity and
temperature sensors (BioSpherix, NY, USA) (Fig. 1A). There, animals
were subjected to intermittent 5-min of N2 injection to induce hypoxic
episodes of 40-50 seconds (5-7% inspired O2) (Fig. 1B). After each
hypoxia episode, O2 was injected for 5-min to return to normoxia (21-
22% inspired O2) (Moraes & Machado, 2015) (Fig. 1B). Gas injectors
were controlled with an OxyCycler system (A42OC, BioSpherix). This
CIH protocol was conducted daily for 8 hours (from 10:00 h to 18:00 h)
during the light phase of the cycle and lasted 21 days. This CIH period
induces major pathological changes at different levels and locations
(Del Rio et al., 2014; Morgan et al., 2016), which cannot be achieved by
shorter CIH periods (Del Rio et al., 2014; Morgan et al., 2016), and
which include changes in neuronal excitability and responsiveness to

challenging conditions (Veasey et al., 2004; Del Rio et al., 2014;
Morgan et al., 2016). To investigate the reversibility of the CIH effects,
independent groups of animals were subjected to CIH for 21 days
(Fig. 1), followed by normoxia for 30 days (ReOx), while animals
breathed room air (21-22% inspired O2) at the BAU-INB-UNAM. Each
CIH animal group was matched with a littermate independent control
group (CTL). CTL animals in collective cages (4 animals/cage) were
simultaneously introduced into the same Plexiglas chambers but
breathed normoxic air (21-22% O2). The animals’ weight and survival
were constantly monitored during the CIH protocol.

2.3. Preparation of hippocampal slices

Hippocampal slices were obtained as previously described (Peña &
Alavez-Pérez, 2006, Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Briefly, animals
were euthanized with an injection of sodium pentobarbital (50 mg/kg,
ip; PiSa, México) and perfused transcardially with a cold protective
sucrose solution (composition (in mM): 238 sucrose, 3 KCl, 2.5 MgCl2,
25 NaHCO3, and 30 D-glucose, pH 7.4), bubbled with carbogen (95%
O2/5% CO2). The brain was subsequently removed and dissected in ice-
cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF; composition (in mM): 119
NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCl2, 25 NaHCO3, and 30 D-glucose, pH 7.4)
and bubbled with carbogen. Both hemispheres were glued and mounted
onto an agar block with a 30° angle inclination. Sagittal slices (400 μm
thick) containing the ventral hippocampus and the entorhinal cortex
were obtained using a vibratome (Microm HM 650 V, Thermo Scien-
tific, IL, USA). These slices preserve all the connections of the trisy-
naptic pathway and thus the output from hippocampus to the en-
torhinal cortex; allowing sustained reverberatory epileptiform activity
to be efficiently induced and recorded (Perreault & Avoli, 1991;
Barbarosie & Avoli, 1997; Panuccio et al. 2010). Slices were left to
recover at room temperature for at least 60 min before any further
experimental manipulation.

2.4. Electrophysiological recordings and 4AP-induced epileptiform activity

Slices were transferred to a submerged recording chamber that was
continuously perfused at 15-17 ml/min with aCSF bubbled with car-
bogen and maintained at 30-32 °C. Local field potential (LFP) record-
ings were obtained using borosilicate electrodes (< 1MΩ) filled with
aCSF and positioned on the pyramidal layer of the hippocampal CA1
region (Peña & Alavez-Pérez, 2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019),
which render LFPs in the order of μV (Peña & Alavez-Pérez, 2006;
Alcantara-Gonzalez et al., 2019), in contrast to the LFPs recorded in the
order of mV with electrodes with resistance higher than 2MΩ (Perreault
& Avoli, 1991; Barbarosie & Avoli, 1997; Panuccio et al., 2010). Basal
hippocampal LFP was recorded for 30 min before 4AP (100 μM) was
added to the bath (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and its effects
were continuously recorded for 1 h. 4AP is a K+ channel blocker that

Fig. 1. Chronic intermittent hypoxia (CIH)
protocol. A. Scheme of the set up required to
apply CIH into a Plexiglas chamber. The
chamber for normoxic conditions was not in-
cluded. The animals were introduced to one of
those chambers, were either intermittent hy-
poxia or normoxia was present for 8 hrs/day
for 21 days. B. Representative traces of in-
spired O2 levels during a typical application of
the chronic intermittent hypoxia (CIH, blue
trace) or normoxia (CTL, red-doted trace)
protocols. Note that intermittent hypoxia con-
sisted of intermittent 5-min of N2 injection to
induce hypoxic episodes of 40-50 seconds (5-
7% inspired O2). After each hypoxic episode,
O2 was injected for 5-min to return to nor-
moxia (21-22% inspired O2).
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produces persistent epileptiform activity in hippocampal slices
(Perreault & Avoli, 1991; Barbarosie & Avoli, 1997; Jensen et al., 1998;
Avoli et al., 2002; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Panuccio et al., 2010;
Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Finally, lidocaine (1 mM) was added
to the bath to test the slice’s viability and the neuronal nature of the
recorded LFP (Peña & Alavez-Pérez, 2006, Alcantara-Gonzalez et al.,
2019). Electrophysiological recordings were amplified, filtered (in-
cluding a notch filter around 60 Hz; Grass Instruments Co., MA, USA)
and digitized at 2 kHz through a TL-2 interface (Axon Instruments Inc.,
CA, USA).

2.5. Data analysis and statistics

Recordings were analyzed using Clampfit (v.10.7, Molecular
Devices, CA, USA). The individual responsible for this analysis was
blinded to the experimental group to which each and all of the re-
cordings belonged to. A power spectrum analysis was performed on
three randomly selected periods (20 s each) by means of the fast Fourier
transform (FFT) algorithm (4096 frequency points and 0.224 Hz spec-
tral resolution, Hamming window with 50% overlap). Relative power
values from basal hippocampal LFP were calculated for each frequency
as the percent of their own power from the total power in the 1-115 Hz
broadband and were expressed as % of power (Magdaleno-Madrigal
et al., 2019; Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Then, the relative power
spectrum was segmented in the following frequency bands: delta (1-4
Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) and gamma (30-115 Hz). To
evaluate the change in power during 4AP-induced epileptiform activity,
the absolute power values were averaged for the 1-115 Hz frequency
band before (defined as “basal” -pre 4AP-) and after 4AP administra-
tion, for each experiment. Analyses excluded the alternating current-
related noise frequency band (55-65 Hz), due to the use of a notch filter.
The mean power of each basal recording was set as 100%, and the
activity in the presence of 4AP was calculated as % of basal for each
experiment. Representative time-frequency spectrograms were ob-
tained with a customized routine in MATLAB (R2015a, Mathworks,
MA, USA) based on the spectrogram.m function (Pardo-Peña et al., 2018;
Magdaleno-Madrigal et al., 2019). In the graphic representations, a
hiatus around 60 Hz both in the spectrograms and the power spectra
was included due to the use of a 60 Hz notch filter.

The collected data exhibited a non-normal distribution, which was
evaluated with the Kolmogorov–Smirnov normality test. Thus, non-
parametric statistical comparisons were carried out with the Kruskal-
Wallis test followed by the two-stage step-up method of Benjamini,
Krieger and Yekutieli test, to correct for multiple comparisons. Fisher’s
exact test and Mann-Whitney test were used to compare proportion
data and body weight changes, respectively. Spearman’s correlation
was used to correlate relative power in the gamma band of the basal
hippocampal network activity and the 4AP-induced epileptiform ac-
tivity normalized power. A non-linear log-log fitting function was used
for pairwise graphic correlations. Prism software (v.8.0.2, GraphPad,
CA, USA) was used for statistical analysis. Significance threshold was
set at p<0.05. Data are presented as mean± standard error of the
mean (SEM).

3. Results

3.1. Weight loss and mortality during the chronic intermittent hypoxia
protocol

Despite starting at the same body weight (CTL = 155.6±3.7 g, CIH
= 154.2±5.2 g, MW = 204.5, df = 20, p>0.1), animals that un-
derwent the 21 days CIH protocol gained slightly less body weight (CIH
= 258.0±3.0 g; 167.3% of day one) than CTL animals (273.9± 4.1 g;
176.0 % of day one, MW = 96, df = 20, p<0.01, Table 1). CIH-
induced weight loss has also been observed in adult mice exposed to
CIH (Siqués et al., 2006; Jun et al., 2010) and neonatal mice exposed to

brief hypoxia (Rodriguez-Alvarez et al., 2015), which has been asso-
ciated with a decreased food intake (Siqués et al., 2006; Jun et al.,
2010). In addition, 16% of animals that underwent the CIH protocol
died of unknown causes during the intermittent hypoxia periods (2/14
animals), whereas none of the CTL animals died (0/8 animals,
p< 0.001, Table 1). This mortality rate is similar to the one reported by
other groups in immature and juvenile rats exposed to brief hypoxia
(Moshé & Albala, 1985; Jensen et al., 1992; Owens et al., 1997;
Rodriguez-Alvarez et al., 2015; Morand et al., 2018), or adult rats ex-
posed to chronic intermittent hypobaric hypoxia (Siqués et al., 2006).
Despite that developmental differences in sensitivity to hypoxia may
influence the phenomenon, this mortality may be related to the in-
duction of seizures (Wais et al., 2009; Rodriguez-Alvarez et al., 2015),
weight loss or increase in the hematocrit (Siqués et al., 2006) and/or
ventricular arrhythmias and sudden cardiac death (Morand et al.,
2018). However, we did not specifically look or measured these types of
changes.

3.2. Chronic intermittent hypoxia alters hippocampal network activity in the
gamma frequency band and aggravates 4AP-induced epileptiform activity

After 21 days of CIH or normoxic protocols, animals were eu-
thanized, and their hippocampal network activity was recorded in vitro
(Fig. 2A). Power spectrum analysis of basal hippocampal network ac-
tivity showed no difference in the mean absolute power, in the 1-115
Hz frequency broadband, between groups (CTL = 32.2± 10.0 nV2/Hz,
n = 14 slices from 5 animals; CIH = 22.6±8.0 nV2/Hz, n = 18 slices
from 8 animals, KW = 123.4, df = 9, p>0.1, Fig. 2B), demonstrating
that CIH seems not to produce a generalized change in hippocampal
network activity. However, basal relative power spectra exhibit a sig-
nificant increase at the gamma frequency band (30-115 Hz) in CIH-
treated animals (16.8± 3.6 % of power) compared to the CTL group
(5.7± 0.4 % of power, KW = 60.5, df = 7, p< 0.05, Fig. 2C and D).
There were no statistical differences in delta (1-4 Hz; p>0.1), theta (4-
10 Hz; p>0.1) and beta (10-30 Hz; p>0.1) frequency bands relative
power between groups (Fig. 2C).

Application of 4AP to the perfusion bath induces sustained epi-
leptiform activity in vitro (Perreault & Avoli, 1991; Peña & Alavez-
Pérez, 2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019), which is characterized,
in our experimental conditions, by interictal-like activity during the
first hour (Peña & Alavez-Pérez, 2006). In our experimental conditions,
longer 4AP presence is required to induce itcal-like activity in control
slices (Peña & Alavez-Pérez, 2006). In slices recorded in an interface
chamber this latency for 4AP-induced ictal-like activity is shorter
(Perreault & Avoli, 1991; Barbaroise & Avoli, 1997; Panuccio et al.,
2010). Thus, in hippocampal slices obtained from the CTL group, re-
corded in a submerged chamber, the 4AP-induced epileptiform activity
was characterized, during the evaluated first hour, by recurrent high-
amplitude paroxysmal spikes (Fig. 3A), also called interictal-like ac-
tivity (Perreault & Avoli, 1991; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Alcantara-
Gonzalez et al., 2019). In contrast, 4AP-induced epileptiform activity,
in a third of the hippocampal slices (6/18 slices), obtained from 63% of
CIH animals (5/8 animals), showed an exacerbated epileptiform ac-
tivity pattern defined in the literature as ictal-like activity (Barbarosie &

Table 1
Effects of chronic intermittent hypoxia (CIH) on body weight and mortality
rate.

CTL CIH Statistics

Initial body weight 155.6± 1.7 g 154.2± 5.2 g p = 0.24
(MW = 204.5, df = 20)

Final body weight 273.9± 4.1 g 258±3.0 g p < 0.001
(MW = 96, df = 20)

Mortality rate 0 %
(0/8 animals)

16 %
(2/14 animals)

p < 0.001
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Avoli, 1997; Jensen et al., 1998; Avoli et al., 2002; Peña & Alavez-
Pérez, 2006; Panuccio et al., 2010), which is characterized by recurrent
bursts of high-frequency and high-amplitude paroxysmal spikes fol-
lowed by a postictal depression (Fig. 3A). Thus, 33.3 % of the slices
obtained from CIH animals presented ictal-like activity, whereas none
of the slices obtained from CTL animals exhibited this epileptiform
pattern (0/14 slices from 5 animals, p< 0.05, Fig. 3B). Analysis of the
power spectrum during 4AP-induced epileptiform activity (normalized
to basal activity; in each experiment; i.e. pre 4AP application; set as
100%), in the 1-115 Hz frequency broadband, showed that the increase
in power during epileptiform activity is dramatically higher in slices
obtained from CIH animals (to 99.4±64.5 × 103 % of basal; n = 18)
compared to slices obtained from the CTL group (to 2.2± 0.6 × 103 %
of basal; n = 14, KW = 58.7, df = 9, p< 0.05, Fig. 3C), when the CIH
group included all the tested slices, mixing the slices that generated
interictal-like activity with those that generated ictal-like activity in the
presence of 4AP (n = 18 slices, Fig. 3C). The statistical difference be-
tween groups remained significant when compared the normalized
power of the CTL slices with the normalized power only of the slices
obtained from CIH animals that exhibited either interictal-like activity
(138.8±89.9 × 103 % of basal, n = 12 slices, KW = 54.3, df = 9,
p<0.01) or ictal-like activity (34.3± 29.4 × 103 % of basal, n = 6
slices, KW = 33, df = 9, p< 0.05). Finally, we found no difference in
the normalized power of the slices obtained from CIH animals that
exhibited either interictal-like activity (138.8±89.9 × 103 % of basal,
n = 12 slices) or ictal-like activity (34.3± 29.4 × 103 % of basal, n =
6 slices, KW = 34.5, df = 9, p> 0.1).

In order to evaluate a possible relation between the gamma band
relative power during basal hippocampal network activity and the 4AP-
induced epileptiform activity power (normalized to basal activity -pre
4AP), in the 1-115 Hz frequency band, a correlation analysis was per-
formed. Gamma band relative power during basal hippocampal net-
work activity slightly correlated with the 4AP-induced epileptiform
activity power change in slices obtained from the CTL and CIH groups (r
= 0.42, p< 0.01, Fig. 3D).

3.3. Reoxygenation reverses the changes in hippocampal network activity
induced by chronic intermittent hypoxia

To investigate the preservation of the CIH-induced alterations in
hippocampal network activity, independent groups of animals were
exposed to the same CIH or normoxic protocols but followed by 30 days
of ReOx (breathing room air). Then, hippocampal network activity was
recorded in slices obtained from CTL + ReOx and CIH + ReOx animals
(Fig. 4A). Basal hippocampal network activity showed no difference in
the mean absolute power between groups (CTL + ReOx = 41.9± 19.4
nV2/Hz, n = 11 slices from 3 animals; CIH + ReOx = 31.2±7.7 nV2/
Hz, n = 13 slices from 4 animals, KW = 92.96, df = 9, p>0.1,
Fig. 4B). Also, relative power spectrum of their basal hippocampal
network activity showed no differences between groups in any of the
analyzed frequency bands (p> 0.1, Fig. 3C), including the gamma
band (CTL + ReOx = 5.9±1.4 % of power, CIH + ReOx = 5.7± 1.0
% of power, KW = 63.8, df = 7, p> 0.1, Fig. 4D).

Bath application of 4AP induced interictal-like epileptiform activity
in all the slices obtained from CTL + ReOx and CIH + ReOx animals
(CTL + ReOx = 11/11 slices, CIH + ReOx = 13/13 slices, p> 0.1,
Fig. 5A and B). No ictal-like activity was observed in any of these slices.
Power spectrum analysis during 4AP-induced epileptiform activity
showed no difference between groups in the 1-115 Hz frequency
broadband (CTL + ReOx = 15.0± 7.6 × 103 % of basal, CIH + ReOx
= 23.1±10.5 × 103 % of basal, KW= 14.3, df = 9, p> 0.1, Fig. 5C).
Finally, correlation analysis showed no significant association between
gamma band relative power during basal hippocampal network activity
and the 4AP-induced epileptiform activity normalized power (% of
basal activity; -pre 4AP-), while including CTL + ReOx and CIH +
ReOx groups (r=-0.02, p>0.1, Fig. 5D).

4. Discussion

OSA is commonly present in patients with drug-resistant epilepsy
(Höllinger et al., 2006; Li et al., 2012), suggesting that long-term

Fig. 2. Chronic intermittent hypoxia (CIH) alters basal hippocampal network activity in the gamma frequency band. A. Representative traces (top) and spectrograms
(bottom) of basal hippocampal network activity in slices obtained from animals subjected to normoxic room air conditions (CTL) or CIH for 21 days. B. Quantification
of the mean absolute power (1-115 Hz) of the basal hippocampal network activity of CTL and CIH groups. C. Mean relative power spectra (as % of power) of CTL and
CIH groups. The thicker and darker line represents the mean, while the clearer shadow, flanked by thinner lines, represents the SEM. Note that the relative gamma is
higher in the CIH group. D. Quantification of basal gamma relative power (30-115 Hz) of CTL and CIH groups. Note that CIH increases the relative power at the
gamma frequency band. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms and power spectra show a hiatus around 60 Hz due to the notch filter used during
recordings. * denotes a significant difference against CTL, p< 0.05.
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intermittent hypoxic episodes could be involved in epileptogenesis
(Chihorek et al., 2007). Moreover, acute and repeated episodes of
moderate hypoxia induce a long-term enhancement of brain excitability
and increase seizure susceptibility (Wais et al., 2009; Björkman et al.,
2010; Xie et al., 2010; Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez
et al., 2015). Here, we show that CIH, the most distinct feature of OSA
(Chiang, 2006; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014; Sforza &
Roche, 2016), increases hippocampal network activity, specifically in
the gamma frequency band, while enhancing epileptiform activity in
adult rat hippocampal slices. Hippocampal gamma oscillations (30-120
Hz) have been involved in the coupling between distant and neigh-
boring brain regions (Montgomery and Buzsáki, 2007; Buzsáki &
Schomburg, 2015) and seem to rely on local inhibitory interneuron
interactions (Hughes, 2008; Merchant et al., 2012; Keeley et al., 2017).
Interestingly, hippocampal inhibitory neural networks seem to be al-
tered after repeated hypoxic episodes in adult mice (Wais et al., 2009).
In contrast, brief neonatal hypoxia exposure does not produce any long-
term alteration in parvalbumin-positive (PV+) hippocampal inhibitory
interneurons (Rodriguez-Alvarez et al., 2015; Fernando & Mody, 2015),
which is the interneuron subpopulation mostly involved in the gen-
eration of gamma oscillations (Merchant et al., 2012). Our results
suggest that hippocampal inhibitory network activity could be altered

as a consequence of CIH, which correlated with an increased suscept-
ibility to epileptiform activity.

Enhanced gamma band activity has been observed in epileptic pa-
tients and epilepsy animal models in seizure-associated brain areas,
mainly during pre-ictal periods (Hughes, 2008; de Curtis and
Gnatkovsky, 2009). Interestingly, the increased gamma activity is re-
lated to the drug responsiveness in animal models of epilepsy
(Maheshwari et al., 2016). Increased high-frequency hippocampal ac-
tivity may reflect an ongoing epileptogenic process in animals subjected
to CIH, similar to what has been observed in experimentally induced
epilepsy (Jones et al., 2015).

The ictal-like epileptiform pattern observed here in hippocampal
slices obtained from CIH-treated animals has also been observed in
hippocampal slices obtained from adult animals previously exposed to
brief hypoxia at P10 (Jensen et al., 1998) and may indicate an aug-
mented excitability state of the hippocampal network during the epi-
leptiform process. The ictal-like epileptiform pattern is very uncommon
in hippocampal slices from healthy subjects (Jensen et al., 1998; Reyes-
García et al., 2018), however, it is commonly observed in human hip-
pocampal tissue resected from patients with drug-resistant temporal
lobe epilepsy (Reyes-García et al., 2018). Moreover, the ictal-like epi-
leptiform activity pattern has been associated with aberrant activity of

Fig. 3. 4-Aminopyridine (4AP)-induced hippocampal epileptiform activity is exacerbated by chronic intermittent hypoxia (CIH). A. Long-lasting representative traces
(top) of the epileptiform activity induced by 4AP in hippocampal slices obtained from animals subjected to normoxic room air conditions (CTL) or CIH for 21 days.
The arrows indicate the beginning of bath application of 4AP and lidocaine. Shorter samples of epileptiform activity (middle), delimited by the red dotted lines, and
their spectrograms (bottom) are also shown. Note that slices obtained from CIH-treated animals exhibit ictal-like epileptiform activity, in contrast to slices obtained
from CTL animals that only exhibit interictal-like epileptiform activity. B. Quantification of the proportion of recorded slices exhibiting either interictal-like or ictal-
like epileptiform activity induced by 4AP in CTL and CIH groups. Note that only slices obtained from CIH animas show ictal-like epileptiform activity pattern. C.
Quantification of the 4AP-induced epileptiform activity mean power (as % of basal) in the 1-115 Hz frequency band in CTL and CIH groups, including both interictal-
like and ictal-like epileptiform activity. D. Correlation of basal gamma relative power (as % of power) and 4AP-induced epileptiform activity power (as % of basal)
from CTL (black circles) and CIH (gray circles) groups. A non-linear log-log function was fitted to the data (red line). Note that basal hippocampal gamma activity
shows a slight positive correlation with the magnitude of the epileptiform activity. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms show a hiatus around 60 Hz due
to the notch filter used during recordings. *denotes a significant difference against CTL, p<0.05.

B. Villasana-Salazar, et al. Epilepsy Research 166 (2020) 106375

5



hippocampal inhibitory interneurons (Fujiwara-Tsukamoto et al., 2004;
Sessolo et al., 2015). Further studies will address whether CIH alters
hippocampal inhibitory networks and its impact on epileptogenesis.

Brief perinatal hypoxia has been a reliable epilepsy model char-
acterized by spontaneous electrographic and behavioral seizures and
decreased seizure threshold throughout adulthood (Jensen et al., 1991,
1992; 1998; Sanchez et al., 2001; Björkman et al., 2010; Rakhade et al.,
2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015), which resembles several
aspects of seizure susceptibility and long-term consequences observed
in pediatric patients with epilepsy (Murray et al., 2005; Kurinczuk
et al., 2010). In addition, the presence of signs of hypoxic stress and of
the hypoxia-inducible factor (HIF)-1α in animals exposed to pilo-
carpine-induced status epilepticus indicates that seizures promote hy-
poxic conditions, which could aggravate the course of the hyperexcit-
ability (Gualtieri et al., 2013). Similar to our findings, Wais and
colleagues (2009) reported that repeated brief hypoxic episodes in
adult mice induce epileptiform activity and hippocampal network al-
terations.

Here we show that CIH induces hippocampal network alterations in
the gamma frequency band and pro-epileptiform effects that can be
reverted upon ReOx, which coincides with the observation that many of
the CIH-induced neuropathological effects are also transient (Harik
et al., 1996; Kanaan et al., 2005), including hypoxia-induced hy-
pervascularity and polycythemia. However, this contrasts with other
hypoxia-induced pathological changes, including decreased myeliniza-
tion and increased expression of brain capillary glucose transporter,
which seem to be permanent (Harik et al., 1996; Kanaan et al., 2005).
Future experiments will address the cellular and molecular mechanisms
underlying the effects of CIH and ReOx on hippocampal excitability.

The finding of the reversibility of CIH-induced alterations in hip-
pocampal excitability coincides with studies in epilepsy patients pre-
senting OSA, which show that therapeutic interventions against OSA,
such as surgery or CPAP, reduce electrographic epileptiform activity
and seizures (Vaughn et al., 1996; Chihorek et al., 2007; Manni &
Terzaghi, 2010; Vendrame et al., 2011; Segal et al., 2012). Thus, our

results support the notion that therapeutic interventions against OSA in
epilepsy patients could improve seizure control.

5. Conclusions

CIH-induced hippocampal network alterations in the gamma fre-
quency band and increased seizure susceptibility are transient and can
be reverted after ReOx. These findings suggest that therapeutic inter-
ventions against OSA in epilepsy patients, such as surgery or CPAP,
could largely contribute to seizure control.
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Fig. 4. Alterations of basal hippocampal network activity in the gamma frequency band induced by chronic intermittent hypoxia (CIH) are reverted after reox-
ygenation (ReOx). A. Representative traces (top) and spectrograms (bottom) of basal hippocampal activity in slices obtained from animals subjected to normoxic
room air conditions (CTL) or CIH for 21 days. In both cases, the treatments were followed by 30 days of reoxygenation (+ReOx). B. Quantification of the mean
absolute power (1-115 Hz) of the basal hippocampal network activity of CTL + ReOx and CIH+ ReOx groups. C. Mean relative power spectra (as % of power) of CTL
+ ReOx and CIH + ReOx groups. The thicker and darker line represents the mean, while the clearer shadow, flanked by thinner lines, represents the SEM. D.
Quantification of basal gamma relative power (30-115 Hz) of CTL + ReOx and CIH + ReOx groups. Note that ReOx reverted the change in gamma activity induced
by CIH. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms and power spectra show a hiatus around 60 Hz due to the notch filter used during recordings.

B. Villasana-Salazar, et al. Epilepsy Research 166 (2020) 106375

6



References

Alcantara-Gonzalez, D., Villasana-Salazar, B., Peña-Ortega, F., 2019. Single amyloid-beta
injection exacerbates 4-aminopyridine induced seizures and changes synaptic cou-
pling in the hippocampus. Hippocampus 1–15. https://doi.org/10.1002/hipo.23129.

Andersen, M.L., Tufik, S., Cavalheiro, E.A., Arida, R.M., de Albuquerque, M., Matos, G.,
Scorza, F.A., 2012. Lights out! It is time for bed. Warning: Obstructive sleep apnea
increases risk of sudden death in people with epilepsy. Epilepsy Behav. 23, 510–511.
https://doi.org/10.1016/j.yebeh.2012.01.026.

Avoli, M., D’Antuono, M., Louvel, J., Köhling, R., Biagini, G., Pumain, R., D’Arcangelo, G.,
Tancredi, V., 2002. Network and pharmacological mechanisms leading to epilepti-
form synchronization in the limbic system in vitro. Prog. Neurobiol. 68 (3), 167–207.
https://doi.org/10.1016/s0301-0082(02)00077-1.

Barbarosie, M., Avoli, M., 1997. CA3-driven hippocampal-entorhinal loop controls rather
than sustains in vitro limbic seizures. J. Neurosci. 17 (23), 9308–9314. https://doi.
org/10.1523/JNEUROSCI.17-23-09308.1997.

Björkman, S.T., Miller, S.M., Rose, S.E., Burke, C., Colditz, P.B., 2010. Seizures are as-
sociated with brain injury severity in a neonatal model of hypoxia-ischemia.
Neurosci. 166 (1), 157–167. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2009.11.067.

Buzsáki, G., Schomburg, E.W., 2015. What does gamma coherence tell us about inter-
regional neural communication? Nat. Neurosci. 18 (4), 484–489. https://doi.org/10.
1038/nn.3952.

Cha, J., Zea-Hernandez, J.A., Sin, S., Graw-Panzer, K., Shifteh, K., Isasi, C.R., Wagshul,
M.E., Mora, E.E., Posner, J., Zimmerman, M.E., Arens, R., 2017. The effects of ob-
structive sleep apnea syndrome on the dentate gyrus and learning and memory in
children. J. Neurosci. 37 (16), 4280–4288. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.
3583-16.2017.

Chiang, A.A., 2006. Obstructive sleep apnea and chronic intermittent hypoxia: a Review.
Chin. J. Physiol. 49 (5), 234–243.

Chihorek, A.M., Abou-Khalil, B., Malow, B.A., 2007. Obstructive sleep apnea is associated
with seizure occurrence in older adults with epilepsy. Neurol. 69 (9), 1823–1827.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000279334.78298.d5.

de Curtis, M., Gnatkovsky, V., 2009. Reevaluating the mechanisms of focal ictogenesis:
The role of low-voltage fast activity. Epilepsia 50 (12), 2514–2525. https://doi.org/
10.1111/j.1528-1167.2009.02249.x.

Del Rio, R., Moya, E.A., Iturriaga, R., 2014. Carotid body potentiation during chronic
intermittent hypoxia: implication for hypertension. Front Physiol. 5, 434. https://doi.
org/10.3389/fphys.2014.00434.

Dylag, A.M., Mayer, C.A., Raffay, T.M., Martin, R.J., Jafri, A., MacFarlane, P.M., 2017.
Long-term effects of recurrent intermittent hypoxia and hyperoxia on respiratory
system mechanics in neonatal mice. Pediatr. Res. 84 (1), 565–571. https://doi.org/
10.1038/pr.2016.240.

Fernando, I., Mody, I., 2015. In vitro gamma oscillations following partial and complete
ablation of δ subunit-containing GABAA receptors from parvalbumin interneurons.
Neuropharmacology 88, 91–98. https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2014.09.
010.

Fujiwara-Tsukamoto, Y., Isomura, Y., Kaneda, K., Takada, M., 2004. Synaptic interactions
between pyramidal cells and interneurons subtypes during seizure-like activity in the
rat hippocampus. J. Physiol. 557 (3), 961–979. https://doi.org/10.1113/jphysiol.
2003.059915.

Gozal, D., Daniel, J.M., Dohanich, G.P., 2001. Behavioral and anatomical correlates of
chronic episodic hypoxia during sleep in the rat. J. Neurosci. 21 (7), 2442–2450.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-07-02442.2001.

Gualtieri, F., Marinelli, C., Longo, D., Pugnaghi, M., Nichelli, P.F., Meletti, S., Biagini, G.,
2013. Hypoxia markers are expressed in interneurons exposed to recurrent seizures.
Neuromol. Med. 15, 133–146. https://doi.org/10.1007/s12017-012-8203-0.

Harik, N., Harik, S.I., Kuo, N., Sakai, K., Przybylski, R.J., LaManna, J.C., 1996. Time-
course and reversibility of the hypoxia-induced alterations in cerebral vascularity and
cerebral capillary glucose transporter density. Brain Res. 737, 335–338. https://doi.

Fig. 5. Reoxygenation (ReOx) reverts the 4-Aminopyridine (4AP)-induced hippocampal epileptiform exacerbation induced by chronic intermittent hypoxia (CIH). A.
Long-lasting representative traces (top) of the epileptiform activity induced by 4AP in hippocampal slices obtained from animals subjected to normoxic room air
conditions (CTL) or CIH for 21 days. In both cases, the treatments were followed by 30 days of reoxygenation (+ReOx). The arrows indicate the beginning of bath
application of 4AP and lidocaine. Shorter samples of epileptiform activity (middle), delimited by the red dotted lines, and their spectrograms (bottom) are also
shown. B. Quantification of the proportion of recorded slices exhibiting either interictal-like or ictal-like epileptiform activity induced by 4AP in CTL + ReOx and CIH
+ ReOx groups. Note that the totality of slices obtained from CIH + ReOx animals exhibit interictal-like but none ictal-like epileptiform activity. C. 4AP-induced
epileptiform activity mean power (as % of basal) in the 1-115 Hz frequency band in CTL + ReOx and CIH + ReOx groups. D. Correlation of basal gamma relative
power (as % of power) and 4AP-induced epileptiform activity power (as % of basal) from CTL + ReOx (black circles) and CIH + ReOx (gray circles) groups. A non-
linear log-log function was fitted to the data (red line). Note the absence of a correlation between basal hippocampal gamma activity and the magnitude of the
epileptiform activity. Data are presented as mean±SEM. Spectrograms show a hiatus around 60 Hz due to the notch filter used during recordings.

B. Villasana-Salazar, et al. Epilepsy Research 166 (2020) 106375

7

https://doi.org/10.1002/hipo.23129
https://doi.org/10.1016/j.yebeh.2012.01.026
https://doi.org/10.1016/s0301-0082(02)00077-1
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.17-23-09308.1997
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.17-23-09308.1997
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2009.11.067
https://doi.org/10.1038/nn.3952
https://doi.org/10.1038/nn.3952
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3583-16.2017
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3583-16.2017
http://refhub.elsevier.com/S0920-1211(19)30635-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0920-1211(19)30635-7/sbref0040
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000279334.78298.d5
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2009.02249.x
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2009.02249.x
https://doi.org/10.3389/fphys.2014.00434
https://doi.org/10.3389/fphys.2014.00434
https://doi.org/10.1038/pr.2016.240
https://doi.org/10.1038/pr.2016.240
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2014.09.010
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2014.09.010
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2003.059915
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2003.059915
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-07-02442.2001
https://doi.org/10.1007/s12017-012-8203-0
https://doi.org/10.1016/0006-8993(96)00965-1


org/10.1016/0006-8993(96)00965-1.
Höllinger, P., Khatami, R., Gugger, M., Hess, C.W., Bassetti, C., 2006. Epilepsy and ob-

structive sleep apnea. Eur. Neurol. 55 (2), 74–79. https://doi.org/10.1159/
000092306.

Hughes, J.R., 2008. Gamma, fast, and ultrafast waves of the brain: Their relationship with
epilepsy and behavior. Epilepsy Behav. 13 (1), 25–31. https://doi.org/10.1016/j.
yebeh.2008.01.011.

Jensen, F.E., Applegate, C.D., Holtzman, D., Belin, T.R., Burchfiel, J.L., 1991.
Epileptogenic effect of hypoxia in the immature rodent brain. Ann. Neurol. 29 (6),
629–937. https://doi.org/10.1002/ana.410290610.

Jensen, F.E., Holmes, G.L., Lombroso, C.T., Blume, H.K., Firkusny, I.R., 1992. Age-de-
pendent changes in long-term seizure susceptibility and behavior after hypoxia in
rats. Epilepsia 33 (6), 917–980. https://doi.org/10.1111/j.1528-1157.1992.
tb01746.x.

Jensen, F.E., Wang, C., Stafstrom, C.E., Liu, Z., Geary, C., Stevens, M.C., 1998. Acute and
chronic increases in excitability in rat hippocampal slices after perinatal hypoxia in
vivo. J. Neurophysiol. 79 (1), 73–81. https://doi.org/10.1152/jn.1998.79.1.73.

Jones, R.T., Barth, A.M., Ormiston, L.D., Mody, I., 2015. Evolution of temporal and
spectral dynamics of pathologic high-frequency oscillations (pHFOs) during epi-
leptogenesis. Epilepsia 56 (12), 1879–1889. https://doi.org/10.1111/epi.13218.

Jun, J., Reinke, C., Bedja, D., Berkowitz, D., Bevans-Fonti, S., Li, K., Barouch, A.A.,
Gabrielson, K., Polotsky, V.Y., 2010. Effect of intermittent hypoxia on atherosclerosis
in apolipoprotein E-deficient mice. Atherosclerosis 209 (2), 381–386. https://doi.
org/10.1016/j.atherosclerosis.2009.10.017.

Kanaan, A., Farahani, R., Douglas, R.M., LaManna, J.C., Haddad, G.G., 2005. Effect of
chronic continuous or intermittent hypoxia and reoxygenation on cerebral capillary
density and myelination. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 290 (4),
1105–1114. https://doi.org/10.1152/ajpregu.00535.2005.

Keeley, S., Fenton, A.A., Rinzel, J., 2017. Modeling fast and slow gamma oscillations with
interneurons of different subtype. J. Neurophysiol. 117 (3), 950–965. https://doi.
org/10.1152/jn.00490.2016.

Khuu, M., Pagan, C.M., Nallamothu, T., Hevner, R.F., Hodge, R.D., Ramirez, J.M., Garcia,
A.J., 2019. Intermittent hypoxia disrupts adult neurogenesis and synaptic plasticity in
the dentate gyrus. J. Neurosci. 39 (7), 1320–1331. https://doi.org/10.1523/
JNEUROSCI.1359-18.2018.

Kurinczuk, J.J., White-Joning, M., Badawi, N., 2010. Epidemiology of neonatal en-
cephalopathy and hypoxic-ischaemic encephalopathy. Early Hum. Dev. 86 (6),
329–338. https://doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2010.05.010.

Li, P., Ghadersohi, S., Jafari, B., Teter, B., Sazgar, M., 2012. Characteristics of refractory
vs. medically controlled epilepsy patients with obstructive sleep apnea and their
response to CPAP treatment. Seizure 21 (9), 717–721. https://doi.org/10.1016/j.
seizure.2012.07.016.

Magdaleno-Madrigal, V.M., Contreras-Murillo, G., Valdés-Cruz, A., Martínez-Vargas, D.,
Martínez, A., Villasana-Salazar, B., Almazán-Alvarado, S., 2019. Effects of high- and
low-frequency stimulation of the thalamic reticular nucleus on pentylentetrazole-
induced seizures in rats. Neuromodulation 22 (4), 425–434. https://doi.org/10.
1111/ner.12926.

Maheshwari, A., Marks, R.L., Yu, K.M., Noebels, J.L., 2016. Shift in interictal relative
gamma power as a novel biomarker for drug response in two mouse models of ab-
sence epilepsy. Epilepsia 57 (1), 79–88. https://doi.org/10.1111/epi.13265.

Malow, B.A., Levy, K., Maturen, K., Bowes, R., 2000. Obstructive sleep apnea is common
in medically refractory epilepsy patients. Neurol. 55 (7), 1002–1007. https://doi.org/
10.1212/WNL.55.7.1002.

Manni, R., Terzaghi, M., 2010. Comorbidity between epilepsy and sleep disorders.
Epilepsy Res. 90 (3), 171–177. https://doi.org/10.1016/j.eplepsyres.2010.05.006.

Merchant, H., de LaFuente, V., Peña-Ortega, F., Larriva-Sahd, J., 2012. Functional impact
of interneuronal inhibition in the cerebral cortex of behaving animals. Prog.
Neurobiol. 99 (2), 163–178. https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2012.08.005.

Mikati, M.A., Zeinieh, M.P., Kurdi, R.M., Harb, S.A., El Hokayem, J.A., Daderian, R.H.,
Shamseddine, A., Obeid, M., Bitar, F.F., El Sabban, M., 2005. Long-term effects of
acute and of chronic hypoxia on behavior and on hippocampal histology in the de-
veloping brain. Brain Res. Dev. Brain Res. 157 (1), 98–102. https://doi.org/10.1016/
j.devbrainres.2005.03.007.

Montgomery, S.M., Buzsáki, G., 2007. Gamma oscillations dynamically couple hippo-
campal CA3 and CA1 regions during memory task performance. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 104 (36), 14495–14500. https://doi.org/10.1073/pnas.0701826104.

Moraes, D.J., Machado, B.H., 2015. Electrophysiological properties of laryngeal moto-
neurones in rats submitted to chronic intermittent hypoxia. J. Physiol. 593 (3),
619–634. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2014.283085.

Morand, J., Arnaud, C., Pepin, J.L., Godin-Ribuot, D., 2018. Chronic intermittent hypoxia
promotes myocardial ischemia-related ventricular arrhythmias and sudden cardiac
death. Sci. Rep. 8 (1), 2997. https://doi.org/10.1038/s41598-018-21064-y.

Morgan, B.J., Bates, M.L., Rio, R.D., Wang, Z., Dopp, J.M., 2016. Oxidative estremoreflex
sensitivity in rats exposed to chronic intermittent hypoxia. Respir. Physiol. Neurobiol.
234, 47–59. https://doi.org/10.1016/j.resp.2016.09.001.

Moshé, S.L., Albala, B.J., 1985. Perinatal hypoxia and subsequent development of sei-
zures. Physiol. Behav. 35 (5), 819–823. https://doi.org/10.1016/0031-9384(85)
90418-4.

Murray, D.M., Ryan, C.A., Boylan, G.B., Fitzgerald, A.P., Connolly, S., 2005. Prediction of
seizures in asphyxiated neonates: correlation with continuous video-electro-
encephalographic monitoring. Pediatrics 118 (1), 41–46. https://doi.org/10.1542/
peds.2005-1524.

Navarrete-Opazo, A., Mitchell, G.S., 2014. Therapeutic potential of intermittent hypoxia:
a matter of dose. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 307 (10), 1181–1197.
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00208.2014.

Nobili, L., Prosperpio, P., Rubboli, G., Montano, N., Didato, G., Tassinari, C.A., 2011.
Sudden unexpected death in epilepsy (SUDEP) and sleep. Sleep Med. Rev. 15 (4),
237–246. https://doi.org/10.1016/j.smrv.2010.07.006.

Owens, J.Jr., Robbins, C.A., Wenzel, H.J., Schwartzkroin, P.A., 1997. Acute and chronic
effects of hypoxia on the developing hippocampus. Ann. Neurol. 41 (2), 187–199.
https://doi.org/10.1002/ana.410410210.

Panuccio, G., D’Antuono, M., de Guzman, P., De Lannoy, L., Biagini, G., Avoli, M., 2010.
In vitro ictogenesis and parahipocampal networks in a rodent model of temporal lobe
epilepsy. Neurobiol. Dis. 39 (3), 372–380. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2010.05.
003.

Pardo-Peña, K., Lorea-Hernández, J.J., Camacho-Hernández, N.P., Ordaz, B., Villasana-
Salazar, B., Morales-Villagrán, A., Peña-Ortega, F., 2018. Hydrogen peroxide extra-
cellular concentration in the ventrolateral medulla and its increase in response to
hypoxia in vitro: Possible role of microglia. Brain Res. 1692, 87–99. https://doi.org/
10.1016/j.brainres.2018.04.032.

Peña, F., Alavez-Pérez, N., 2006. Epileptiform activity induced by pharmacologic re-
duction of M-current in the developing hippocampus in vitro. Epilepsia 47 (1), 47–54.
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2006.00369.x.

Peña-Ortega, F., 2016. Neural Network Reconfigurations: Changes of the Respiratory
Network by Hypoxia as an Example. Adv. Exp. Med. Biol. 1015, 217–237. https://
doi.org/10.1007/978-3-319-62817-2_12.

Perreault, P., Avoli, M., 1991. Physiology and pharmacology of epileptiform activity in-
duced by 4-aminopyridine in rat hippocampal slices. J. Neurophysiol. 65 (4),
771–785. https://doi.org/10.1152/jn.1991.65.4.771.

Rakhade, S.N., Fitzgerald, E.F., Klein, P.M., Zhou, C., Sun, H., Huganir, R.L., Jensen, F.E.,
2012. Glutamate receptor 1 phosphorylation at serine 831 and 845 modulates seizure
susceptibility and hippocampal hyperexcitability after early life seizures. J. Neurosci.
32 (49), 17800–17812. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.6121-11.2012.

Rakhade, S.N., Klein, P.M., Huynh, T., Hilario-Gomez, C., Kosaras, B., Rotenberg, A.,
Jensen, F.E., 2011. Development of later life spontaneous seizures in a rodent model
of hypoxia-induced neonatal seizures. Epilepsia 52 (4), 753–765. https://doi.org/10.
1111/j.1528-1167.2011.02992.x.

Reyes-García, S.Z., Scorza, C.A., Araújo, N.S., Ortiz-Villatoro, N.N., Jardim, A.P., Centeno,
R., Yacubian, E.M.T., Faber, J., Cavalheiro, E.A., 2018. Different patterns of epi-
leptiform-like activity are generated in the sclerotic hippocampus from patients with
drug-resistant temporal lobe epilepsy. Sci. Rep. 8 (1), 1–15. https://doi.org/10.1038/
s41598-018-25378-9.

Rodriguez-Alvarez, N., Jimenez-Mateos, E.M., Dunleavy, M., Waddington, J.L., Boylan,
G.B., Henshall, D.C., 2015. Effects of hypoxia-induced neonatal seizures on acute
hippocampal injury and later-life seizure susceptibility and anxiety-related behavior
in mice. Neurobiol. Dis. 83, 100–114. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2015.08.023.

Rosenzweig, I., Williams, S.C., Morrell, M.J., 2014. The impact of sleep and hypoxia on
the brain: potential mechanisms for the effects of obstructive sleep apnea. Current
opinion in pulmonary medicine 20 (6), 565–571. https://doi.org/10.1097/MCP.
0000000000000099.

Sanchez, R.M., Koh, S., Wang, C., Lamperti, E.D., Sharma, D., Corfas, G., Jensen, F.E.,
2001. Decreased glutamate receptor 2 expression and enhanced epileptogenesis in
immature rathippocampus after perinatal hypoxia-induced seizures. J. Neurosci. 21
(20), 8154–8163. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-20-08154.2001.

Segal, E., Vendreame, M., Gregas, M., Loddenkemper, T., Kothare, S.V., 2012. Effect of
treatment of obstructive sleep apnea on seizure outcomes in children with epilepsy.
Pediatr. Neurol. 46 (6), 359–362. https://doi.org/10.1016/j.pediatrneurol.2012.03.
005.

Sessolo, M., Marcon, I., Bovetti, S., Losi, G., Cammarota, M., Ratto, G.M., Fellin, T.,
Carmignoto, G., 2015. Parvalbumin-positive inhibitory interneurons oppose propa-
gation but favor generation of focal epileptiform activity. J. Neurosci. 35 (26),
9544–9557. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5117-14.2015.

Sforza, E., Roche, F., 2016. Chronic intermittent hypoxia and obstructive sleep apnea: an
experimental and clinical approach. Hypoxia 4, 99–108. https://doi.org/10.2147/
HP.S103091.

Siqués, P., Brito, J., León-Velarde, F., Barrios, L., Cruz, J.J., López, V., Herruzo, R., 2006.
Time course of cardiovascular and hematological responss in rats exposed to chronic
intermittent hypobaric hypoxia (4600 m). High Alt. Med. Biol. 7 (1), 72–80. https://
doi.org/10.1089/ham.2006.7.72.

Vaughn, B.V., D’Cruz, O.F., Beach, R., Messenheimer, J.A., 1996. Improvement of epi-
leptic seizure control with treatment of obstructive sleep apnoea. Seizure 5 (1),
73–78. https://doi.org/10.1016/S1059-1311(96)80066-5.

Veasey, S.C., Zhan, G., Fenik, P., Pratico, D., 2004. Long-term intermittent hypoxia: re-
duced excitatory hypoglossal nerve output. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 170 (6),
665–672. https://doi.org/10.1164/rccm.200403-261OC.

Vendrame, M., Auerbach, S., Loddenkemper, T., Kothare, S., Montouris, G., 2011. Effect
of continuous positive airway pressure treatment on seizure control in patients with
obstructive sleep apnea and epilepsy. Epilepsia 52 (11), 168–171. https://doi.org/10.
1111/j.1528-1167.2011.03214.x.

Wais, M., Wu, C., Zahid, T., Sheppy, E., Gillis, J., Del Campo, M., Wan, Q., Zhang, L.,
2009. Repeated hypoxic episodes induce seizures and alter hippocampal network
activities in mice. Neurosci. 161 (2), 599–613. https://doi.org/10.1016/j.
neuroscience.2009.03.036.

Xie, H., Leung, K.L., Chen, L., Chan, Y.S., Ng, P.C., Fok, T.F., Wing, Y.K., Ke, Y., Li, A.M.,
Yung, W.H., 2010. Brain-derived neurotrophic factor rescues and prevents chronic
intermittent hypoxia-induced impairment of hippocampal long-term synaptic plas-
ticity. Neurobiol. Dis. 40 (1), 155–162. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2010.05.020.

Xie, H., Yung, W.H., 2012. Chronic intermittent hypoxia-induced deficits in synaptic
plasticity and neurocognitive functions: a role for brain-derived neurotrophic factor.
Acta Pharmacol. Sin. 33 (1), 5–10. https://doi.org/10.1038/aps.2011.184.

B. Villasana-Salazar, et al. Epilepsy Research 166 (2020) 106375

8

https://doi.org/10.1016/0006-8993(96)00965-1
https://doi.org/10.1159/000092306
https://doi.org/10.1159/000092306
https://doi.org/10.1016/j.yebeh.2008.01.011
https://doi.org/10.1016/j.yebeh.2008.01.011
https://doi.org/10.1002/ana.410290610
https://doi.org/10.1111/j.1528-1157.1992.tb01746.x
https://doi.org/10.1111/j.1528-1157.1992.tb01746.x
https://doi.org/10.1152/jn.1998.79.1.73
https://doi.org/10.1111/epi.13218
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2009.10.017
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2009.10.017
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00535.2005
https://doi.org/10.1152/jn.00490.2016
https://doi.org/10.1152/jn.00490.2016
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1359-18.2018
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1359-18.2018
https://doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2010.05.010
https://doi.org/10.1016/j.seizure.2012.07.016
https://doi.org/10.1016/j.seizure.2012.07.016
https://doi.org/10.1111/ner.12926
https://doi.org/10.1111/ner.12926
https://doi.org/10.1111/epi.13265
https://doi.org/10.1212/WNL.55.7.1002
https://doi.org/10.1212/WNL.55.7.1002
https://doi.org/10.1016/j.eplepsyres.2010.05.006
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2012.08.005
https://doi.org/10.1016/j.devbrainres.2005.03.007
https://doi.org/10.1016/j.devbrainres.2005.03.007
https://doi.org/10.1073/pnas.0701826104
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2014.283085
https://doi.org/10.1038/s41598-018-21064-y
https://doi.org/10.1016/j.resp.2016.09.001
https://doi.org/10.1016/0031-9384(85)90418-4
https://doi.org/10.1016/0031-9384(85)90418-4
https://doi.org/10.1542/peds.2005-1524
https://doi.org/10.1542/peds.2005-1524
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00208.2014
https://doi.org/10.1016/j.smrv.2010.07.006
https://doi.org/10.1002/ana.410410210
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2010.05.003
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2010.05.003
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2018.04.032
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2018.04.032
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2006.00369.x
https://doi.org/10.1007/978-3-319-62817-2_12
https://doi.org/10.1007/978-3-319-62817-2_12
https://doi.org/10.1152/jn.1991.65.4.771
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.6121-11.2012
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2011.02992.x
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2011.02992.x
https://doi.org/10.1038/s41598-018-25378-9
https://doi.org/10.1038/s41598-018-25378-9
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2015.08.023
https://doi.org/10.1097/MCP.0000000000000099
https://doi.org/10.1097/MCP.0000000000000099
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-20-08154.2001
https://doi.org/10.1016/j.pediatrneurol.2012.03.005
https://doi.org/10.1016/j.pediatrneurol.2012.03.005
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5117-14.2015
https://doi.org/10.2147/HP.S103091
https://doi.org/10.2147/HP.S103091
https://doi.org/10.1089/ham.2006.7.72
https://doi.org/10.1089/ham.2006.7.72
https://doi.org/10.1016/S1059-1311(96)80066-5
https://doi.org/10.1164/rccm.200403-261OC
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2011.03214.x
https://doi.org/10.1111/j.1528-1167.2011.03214.x
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2009.03.036
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2009.03.036
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2010.05.020
https://doi.org/10.1038/aps.2011.184


Experimental Neurology 340 (2021) 113653

Available online 17 February 2021
0014-4886/© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.

Research Paper 

Chronic intermittent hypoxia alters main olfactory bulb activity 
and olfaction 

Rebeca Hernández-Soto 1, Benjamín Villasana-Salazar 1, Laura Pinedo-Vargas, 
Fernando Peña-Ortega * 

Departamento de Neurobiología del Desarrollo y Neurofisiología, Instituto de Neurobiología, Universidad Nacional Autónoma de México, Querétaro, Querétaro, Mexico   
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A B S T R A C T   

Olfactory dysfunction is commonly observed in patients with obstructive sleep apnea (OSA), which is related to 
chronic intermittent hypoxia (CIH). OSA patients exhibit alterations in discrimination, identification and odor 
detection threshold. These olfactory functions strongly rely on neuronal processing within the main olfactory 
bulb (MOB). However, a direct evaluation of the effects of controlled CIH on olfaction and MOB network activity 
has not been performed. Here, we used electrophysiological field recordings in vivo to evaluate the effects of 21- 
day-long CIH on MOB network activity and its response to odors. In addition, we assessed animalś olfaction with 
the buried food and habituation/dishabituation tests. We found that mice exposed to CIH show alterations in 
MOB spontaneous activity in vivo, consisting of a reduction in beta and gamma frequency bands power along 
with an increase in the theta band power. Likewise, the MOB was less responsive to odor stimulation, since the 
proportional increase of the power of its population activity in response to four different odorants was smaller 
than the one observed in control animals. These CIH-induced MOB functional alterations correlate with a 
reduction in the ability to detect, habituate and discriminate olfactory stimuli. Our findings indicate that CIH 
generates alterations in the MOB neural network, which could be involved in the olfactory deterioration in 
patients with OSA.   

1. Introduction 

The olfactory system is needed for survival and well-being (Kay, 
2015), allowing the detection and discrimination of immeasurable odor 
signals (Malnic et al., 1999; Buck, 2004; Bushdid et al., 2014; Saraiva 
et al., 2016). Olfaction regulates food consumption (Rolls, 2005), social 
behavior (Kiyokawa et al., 2009; Sanchez-Andrade and Kendrick, 2009) 
and danger assessment (Takahashi et al., 2005; Saraiva et al., 2016), 
among other survival functions. Unfortunately, olfaction is a sensory 
function highly sensitive to pathological conditions (Masurkar and 
Devanand, 2014; Roberts et al., 2016; Li et al., 2019), and altered even 
before the presence of their most typical neurological symptoms 
(Masurkar and Devanand, 2014; Roberts et al., 2016; Li et al., 2019). 

Obstructive sleep apnea (OSA) consists of repetitive airway occlu-
sions that lead to chronic intermittent hypoxia (CIH) and sleep frag-
mentation (Ramirez et al., 2013; Salihoğlu et al., 2014). OSA is 

associated with olfactory dysfunction (Banabilh et al., 2010; Salihoğlu 
et al., 2014; Fu et al., 2015; Magliulo et al., 2018), and patients exhibit 
difficulties to detect and discriminate between odors and, in some cases, 
show higher olfactory detection thresholds (Miyamoto et al., 2009; 
Salihoğlu et al., 2014; Fu et al., 2015; Günbey et al., 2015). This 
dysfunction also includes the trigeminal chemosensory system (Heiser 
et al., 2013). Although the alterations in the olfactory functions corre-
late with the severity of OSA (Miyamoto et al., 2009; Salihoğlu et al., 
2014; Fu et al., 2015; Günbey et al., 2015), the causal relationship be-
tween CIH and olfactory dysfunction has not been directly established. 

Prolonged exposure to hypoxia can induce apoptosis in olfactory 
neurons (Zhao et al., 2007), which could be related to the reduction in 
olfactory bulb volume in OSA patients as a consequence of CIH (Sali-
hoğlu et al., 2014; Doğan et al., 2019). Despite the evidence of 
anatomical alterations in the olfactory system induced by CIH, and of 
functional changes induced by CIH in other neural circuits (i.e. the 
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hippocampus; Payne et al., 2004; Villasana-Salazar et al., 2020; Arias- 
Cavieres et al., 2020), the specific effects of CIH on olfactory function 
have not been directly assessed. Here, we tested whether CIH alters main 
olfactory bulb (MOB) function and found that CIH modifies MOB local 
field potential activity in vivo, increasing slow theta activity while 
reducing faster beta gamma activities. Moreover, CIH halts the MOB 
population response to odors and alters olfactory function. 

2. Materials and methods 

All the experimental procedures were approved by the Bioethics 
Committee of the Institute of Neurobiology at UNAM and conducted in 
accordance with the guidelines of the Official Mexican Standard for the 
Use and Care of Laboratory Animals (Norma Oficial Mexicana NOM- 
062-ZOO-1999) and the Institutional Animal Care and Use Committee 
Guidebook (NIH publication 80–23, Bethesda, MD, USA, 1996). Only a 
minimal and necessary number of animals were used in this study. 

2.1. Animals 

Adult male C57BL/6 mice (n = 22; 6–8 weeks old) were obtained 
from the Institute of Neurobiology-UNAM animal facility, and housed in 
collective cages (4–6 animals / cage) in a temperature-controlled vi-
varium (22 ± 1 ◦C). All animals were kept under a normal 12h light-12h 
dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with standard diet (LabDiet 5001, 
composition 13.4% calories fat, 57.9% calories carbohydrate, and 
28.7% calories protein) and water ad libitum. Since the CIH protocol 

produces a slight mortality (Villasana-Salazar et al., 2020), we included 
a higher number of animals in the CIH group (n = 12) than in the control 
group (n = 10). 

2.2. Chronic intermittent hypoxia protocol 

CIH was induced as previously reported (Villasana-Salazar et al., 
2020). Briefly, every day, mice were placed in collective cages (4–5 
animals / cage) within Plexiglas chambers (76 cm × 51 cm × 51 cm) 
equipped with gas injectors and with O2, CO2, humidity and tempera-
ture sensors (BioSpherix, NY, USA; Fig. 1A). There, CIH animals were 
submitted to intermittent 5 min of N2 injection, controlled with an 
OxyCycler system (A42OC, BioSpherix; Fig. 1A), to induce hypoxic ep-
isodes (5–7% inspired O2) followed by O2 injection, for 5 min, during 
normoxic episodes (21–22% inspired O2; Fig. 1A–B) (Moraes and 
Machado, 2015; Villasana-Salazar et al., 2020); which were cyclically 
alternated (Fig. 1A–B) daily for 8 h (from 10:00 h to 18:00 h), during the 
light phase of the cycle, for 21 days. We chose this period based on the 
observation that it is required to induce major pathological changes 
(Nanduri et al., 2017; Khuu et al., 2019), which cannot be achieved by 
shorter CIH periods (Nanduri et al., 2017; Khuu et al., 2019). Control 
animals were placed in a normoxic chamber (21–22% inspired O2) for 
21 days (Moraes and Machado, 2015; Villasana-Salazar et al., 2020). 
The animals’ weight and survival were constantly monitored during this 
protocol. 

Fig. 1. Chronic intermittent hypoxia (CIH) and normoxia treatments and their impact on weight and survival. A) CIH and normoxic groups (left) were placed in 
independent chambers every day for 21 days; the chambers contained controlled gas concentrations. B) Representative traces of O2 levels into the chambers during 
CIH (blue line) or normoxic (red dotted line) conditions. C) Quantification of body weight before and after the 21-day treatments. While normoxic animals gained 
weight, CIH animals exhibited significant weight loss. Data are presented as mean ± SEM. D) Proportion of animal survival after treatments. Note a slight reduction in 
survival after CIH. # denotes a significant difference vs normoxic group (p < 0.05). * denotes a significant difference vs initial weight and a significant difference vs 
normoxia group in survival rate (p < 0.05). 
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2.3. Buried food test 

At the end of the CIH protocol, animals were tested for olfactory 
detection with the buried food test (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). To do so, animals were habituated for 30 
min to a cage (24 × 20 × 45 cm) with clean sawdust covering the floor. 
Then, a highly odorous food piece (50 mg of cookie; TRIKI TRAKES ®) 
was hidden ~1 cm beneath the cage bedding, in a random corner. Later, 
the latency for animals to locate and extract the hidden food was 
quantified (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto et al., 
2019). We considered that the animals successfully found the cookie 
when they held it with both forepaws. A limit for this test was set at 600 
s. To evaluate animals’ motility and motivation, we repeated the same 
test but with the cookie in plain sight (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). 

2.4. Olfactory habituation-dishabituation test 

Olfactory discrimination and odor familiarization were evaluated 
with the habituation/dishabituation test, as previously described (Cor-
nejo-Montes-de-Oca et al., 2018). Briefly, all animals were acclimated to 
the testing cage for 30 min before olfactory stimuli were presented. The 
stimuli consisted of 10 μl of distilled water or one of two odorants 
deposited on filter paper (2 × 2 cm) located in a metal container above 
the lid of the testing box. Two initial presentations of distilled water (3 
min each, 1 min inter-presentation interval), included for animal 
familiarization with the procedure (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 
2018), were followed by three sequential odor stimuli (3 min long with a 
1 min inter-stimulus interval) of one of the following odors: vinegar or 
vanilla, both at 10% v/v, diluted in mineral oil. The fourth odor stimulus 
consisted of the presentation of the other odor, which was repeated two 
more times in an identical fashion as the first one (3 min long with a 1 
min inter-stimulus interval). The animals were videotaped for offline 
analysis. The exploration time was evaluated and normalized to the first 
trial (set as 100%). We assumed that the stimulus was explored if the 
animal sniffed it within a 1 cm distance to the filter paper. A significant 
decrease in the investigation time during the repetitive presentation of 
the same odor is an indication of odor recognition and habituation, 
while an increase in exploration of the new odorant indicates a 
discrimination between odors or dishabituation (Cornejo-Montes-de- 
Oca et al., 2018). A “cross-habituation index” (Wesson et al., 2010) was 
calculated by subtracting the last exploration time of any given odor 
(3rd exposure) to the normalized exploration of the subsequent novel 
odor trial (first exposure). We chose these odorants because the response 
to both vinegar (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018) and vanilla extract 
(Mosienko et al., 2017) exhibit the habituation and dishabituation 
phenomena. Moreover, despite that vanillin (the main odorant in vanilla 
extracts) has been considered an olfactory-nerve specific stimulant 
(Doty et al., 1978), vanilla (as vinegar) can also induce trigeminal re-
sponses (Doty et al., 1978). Thus, this odor combination allowed us to 
test the function of both the olfactory and the trigeminal systems. 

2.5. Olfactory bulb network activity recording 

Within a week after the CIH protocol, animals were shallowly 
anesthetized with urethane (2 g/kg, i.p.) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
and fixed to a stereotactic frame (Stoelting Co., Wood Dale, IL). Animals 
were wrapped with a cotton surgical drape, which allow us to restrict 
any change in body temperature to <1 ◦C for 1.5 h. A stainless-steel 
bipolar electrode was implanted into the MOB granular cell layer at 
the following coordinates (relative to Bregma): AP: +4.7 mm; ML: ±0.6 
mm; DV: − 1.6 mm (Franklin and Paxinos, 2007). An epidural stainless- 
steel screw was implanted above the cerebellum to ground the signal 
(AP: − 6.0 mm, ML: ±1.0 mm) (Franklin and Paxinos, 2007). The MOB 
local field potential (LFP) was recorded for 30 min in the absence of 
odors (baseline). Then, odor stimulations were delivered using a 

computer-controlled flow-dilution olfactometer (Slotnick and Restrepo, 
2005), provided with a vacuum line to remove odors after their appli-
cation (Knosys, Inc. Tampa, FL, USA). Odorants (10% v/v diluted in 
mineral oil; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), were individually applied 
directly to the nostrils for 10 s through an odor-sampling tube, and 
immediately removed with the vacuum (Slotnick and Restrepo, 2005). 
Each odorant was delivered 3 times in the following sequence: amyl- 
acetate, ethyl-butyrate, limonene (+) and limonene (− ). To avoid any 
interference between applications, the interstimulus interval was set at 
300 s (Wilson, 1998; Neville and Haberly, 2003; Le Pichon et al., 2009; 
Lepousez and Lledo, 2013; Fukunaga et al., 2014; Wu et al., 2020). 
Simultaneously, the respiratory rhythm was monitored to verify the 
shallow anesthesia with a piezoelectric sensor attached to the thorax. At 
the end of the experiments, animals were euthanized with a sodium 
pentobarbital overdose (50 mg/kg, i.p.; PiSA Agropecuaria, México). 
LFPs and breathing signals were filtered (0.3 Hz – 0.3 kHz), amplified 
(7P511L, Grass Instruments Co., Quincy, MA) and digitized at 1 kHz 
using a MiniDigi 1A (Molecular Devices, San Jose, CA) and Axoscope 
(v.10.6, Molecular Devices). 

2.6. Data analysis 

Recordings were analyzed as previously described (Alvarado-Martí-
nez et al., 2013; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto 
et al., 2019; Villasana-Salazar et al., 2020), with a blind approach (e.g. 
the analyzer ignored the treatment condition; Villasana-Salazar et al., 
2020). The respiratory rate was calculated in three 5 s windows during 
baseline conditions (Lorea-Hernández et al., 2016). A power spectrum 
analysis was performed on three randomly selected segments (5 s long) 
for each experimental condition (baseline and odor-evoked activity) 
using the fast Fourier transform algorithm with Clampfit software 
(v.10.7, Molecular Devices). The relative power spectra were calculated 
in the 1–115 Hz band and expressed as % of power (Peña-Ortega and 
Bernal-Pedraza, 2012; Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Villasana-Sala-
zar et al., 2020). The relative power spectra were segmented into the 
following frequency bands: theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and 
gamma (30–115 Hz) (Villasana-Salazar et al., 2020). All analyses 
excluded the alternate current-induced noise (55–65 Hz). To evaluate 
the change in MOB activity during the odor-evoked activity, power 
during baseline conditions was normalized (set as 100%) for each fre-
quency band and power during odor-evoked activity was calculated as % 
of basal (Hernández-Soto et al., 2019). Representative time-frequency 
spectrograms were obtained with NeuroExplorer (v.5.129, Nex 
Technologies). 

2.7. Statistics 

Prism software (v.5, GraphPad, CA, USA) was used for statistical 
analysis. Differences between groups or conditions were considered 
significant at p < 0.05. The normality of data distribution was assessed 
with the Kolmogorov-Smirnov test. When the assumptions for para-
metric testing were negative, non-parametric tests were used. Changes 
in body weight between Normoxia and CIH groups were compared using 
a one-way repeated measures ANOVA. Animal survival was compared 
with the Fisher exact test. The effect of CIH on spontaneous activity was 
assessed with a one-way repeated measures ANOVA with a correction 
for multiple comparisons (Benjamini, Krieger and Yekutieli False Dis-
covery Rate). The effect of CIH latencies to uncover pellets in the buried 
food test was assessed with a Mann-Whitney U test. To evaluate the 
differences between exploration times during the habituation/dis-
habituation, we used a two-way ANOVA. Finally, differences in the 
cross-habituation index were evaluated with a Mann-Whitney U test. 
Data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). A 
Pearson’s correlation was performed between respiratory rate and 
relative theta power. In addition, a cross-correlation between breathing 
and MOB activity was performed. Similarly, Spearman’s correlations 
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were performed to find relationships between olfactory performance 
and amyl acetate-induced changes in MOB activity in all frequency 
bands. In these correlation plots, points were grouped with a Ward hi-
erarchical clustering analysis through a customized algorithm in MAT-
LAB using the linkage.m function for a variable amount of groups (v. 
2020a, The MathWorks, MA, USA). 

3. Results 

3.1. Chronic intermittent hypoxia reduces weight gain and survival 

As expected, the animals belonging to both experimental groups had 
identical weights at the beginning of the protocol (Normoxia: 26.67 ±
0.42 g; n = 6; CIH: 27.42 ± 0.73 g; n = 11; p > 0.05; Fig. 1C). After 21 
days of normoxia, control mice significantly increased their body weight 
(to 28.30 ± 0.55 g; n = 6; p < 0.05; Fig. 1C). However, mice exposed to 
CIH for the same period showed a slight but significant reduction in 
body weight (to 26.73 ± 0.68 g; n = 11; p < 0.05; Fig. 1C). We also 
observed a significant increase in mortality after exposure to CIH (1/12 
mice, 8.33%; p < 0.05; Fig. 1D). 

3.2. Chronic intermittent hypoxia alters spontaneous bulbar activity and 
its response to odors 

To evaluate the effects of CIH on MOB spontaneous network activity, 
we recorded its LFP in shallowly anesthetized animals (Fig. 2A–B). As 

previously described (Hernández-Soto et al., 2019), MOB spontaneous 
network activity in urethane shallowly anesthetized mice exhibited a 
mixture of oscillatory patterns dominated by a slow rhythm (theta; 1–15 
Hz), synchronized with breathing, in both experimental groups (CIH and 
Normoxia; Figs. 2–3). This slow rhythm coexisted with faster beta 
(15–35 Hz) and gamma (35–115 Hz) oscillations in both groups 
(Figs. 2–3). This activity pattern is identical to the one previously 
described (i.e. Macrides et al., 1982; Le Pichon et al., 2009; Lepousez 
and Lledo, 2013; Rojas-Líbano et al., 2014; Fukunaga et al., 2014; 
Lockmann et al., 2018; Fourcaud-Trocmé et al., 2019). Comparison of 
relative power between groups shows that CIH animals exhibited a 
higher proportion of theta frequency band power (92.72 ± 1.06%; n =
10; p < 0.05, Fig. 2B–D) than normoxic animals (83.31 ± 3.40%; n = 10; 
p < 0.05, Fig. 2A–D). In contrast, CIH animals exhibited a decreased 
proportion of both beta and gamma frequency bands power (5.34 ±
0.82% and 1.93 ± 0.35%, respectively; n = 10; p < 0.05, Fig. 2B–D) 
compared to normoxic animals (10.20 ± 2.00% and 6.48 ± 1.49%, 
respectively; n = 10; p < 0.05, Fig. 2A–D). 

Considering that respiratory activity can be modulated by intermit-
tent hypoxia (Peña-Ortega, 2017; Camacho-Hernández et al., 2019) and 
that this activity strongly modulates MOB theta rhythm (Rojas-Líbano 
et al., 2014), we evaluated whether the change in MOB theta activity is 
related to a correspondent change in respiratory activity and found that 
the respiratory rate is not altered in animals treated with CIH (3.45 ±
0.30 Hz, n = 9) compared to normoxic animals (2.74 ± 0.33 Hz, n = 10; 
p > 0.05; Fig. 3A–B). The cross-correlation between MOB activity and 

Fig. 2. CIH alters MOB spontaneous activity. A) Representative recordings (top), rhythmic thoracic movements (middle) and spectrograms (bottom) of MOB 
spontaneous network activity from animals maintained under room air conditions (Normoxia group). B) The same as in (A), but for animals exposed to CIH. The 
spectrograms were segmented in theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and gamma (30–115 Hz) frequency ranges and independently scaled. C) Mean relative power 
spectra (as % of power) of both groups. The thick, dark line represents the mean, while the clear shadow represents the SEM. Relative power in theta was higher and 
beta/gamma was lower in the CIH group than in the normoxic group. Note a hiatus around 60 Hz in both the spectrograms and the power spectra due to the presence 
of a notch filter in this frequency band in our recording conditions. D) Quantification of the relative power during spontaneous activity in theta, beta and gamma 
frequency bands in both groups (n = 10 each one). Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxia (p < 0.05). 
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breathing is not altered in animals treated with CIH (0.46 ± 0.08 Hz, n =
9) compared to normoxic animals (0.41 ± 0.06 Hz, n = 10; p > 0.05). 
Furthermore, we found that the respiratory rate is not correlated with 
the theta relative power in any of the experimental groups (r2 = 0.001; 
p > 0.05; Fig. 3C). Finally, we did not find evident clustering of the 
points corresponding to the different experimental groups in the corre-
lation plot (Fig. 3C). 

3.3. Chronic intermittent hypoxia decreases the bulbar population 
response to odors 

To study the response of MOB activity to odor presentation (amyl 
acetate, ethyl butyrate, + and - limonene), we calculated the change in 
LFP power for all described frequency bands as a proportion of “base-
line” (set as 100%). As previously described, odor stimulation in anes-
thetized mice induces an increase in power (Neville and Haberly, 2003; 
Martin and Ravel, 2014), which includes all frequency bands in the 
normoxic group but is reduced in CIH animals (Fig. 4). During olfactory 
stimulation with amyl acetate (Fig. 4A–B), MOB activity increased in 
normoxic animals in all frequency bands power (theta: to 6102.91 ±
4548.54% of baseline, beta: 3416.74 ± 1282.01% of baseline and 
gamma: 3755.18 ± 1391.23% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B). 
In contrast, the change was significantly smaller in the theta (to 253.29 

± 76.03% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B), beta (to 1011.22 ±
597.96% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B) and gamma (to 
2009.56 ± 1013.75% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B) frequency 
bands power in CIH animals (Fig. 4A–B). During olfactory stimulation 
with ethyl butyrate, MOB activity increased in normoxic animals in all 
frequency band power (theta: to 1878.53 ± 707.18% of baseline, beta: 
to 3414.12 ± 1200.27% of baseline and gamma: to 3149.81 ± 748.64% 
of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4C-D). In contrast, the change was 
significantly smaller in the theta (to 322.88 ± 109.65% of baseline; n =
10; p < 0.05, Fig. 4C–D), beta (to 1286.66 ± 788.84% of baseline; n =
10; p < 0.05, Fig. 4C–D) and gamma (to 1219.66 ± 484.61% of baseline; 
n = 10; p < 0.05, Fig. 4C–D) frequency bands power in CIH animals 
(Fig. 4C–D). 

To further assess the effects of CIH on the response of the MOB to 
odors, and perhaps changes in its specificity, we tested the effects of CIH 
on the response to aromatic enantiomers. Thus, we recorded MOB ac-
tivity during stimulation with + and – limonene in animals exposed to 
CIH and normoxic controls (Fig. 4E–H). We found that during olfactory 
stimulation with + limonene, MOB activity increased in normoxic ani-
mals in all frequency band power (theta: 1147.35 ± 519.08% of base-
line, beta: 1312.34 ± 384.36% of baseline and gamma: 1664.45 ±
653.92% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F). In contrast, the 
change was significantly smaller in the theta (to 163.22 ± 58.74% of 

Fig. 3. Breathing frequency is not changed after CIH and is not related to the increase in MOB theta activity. A) Representative traces of simultaneous recordings of 
the main olfactory bulb (MOB) local field potential (top) and rhythmic thoracic movements (resp; bottom) in animals exposed to normoxia (upper traces) and CIH 
(lower traces). B) Quantification of the respiratory rate during baseline conditions. Data are presented as mean ± SEM. (p > 0.05). C) Lack of correlation between 
respiratory rate and theta relative power during MOB spontaneous activity (p > 0.05). 
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Fig. 4. CIH reduces odor-evoked MOB activity. Representative recordings (top), rhythmic thoracic movements (middle) and spectrograms (bottom) of MOB activity 
before and during odor presentation (blue line; 10 s) in animals treated with normoxia (left) and CIH (right) when the stimulus was amyl acetate (A), ethyl butyrate 
(C), + limonene (E) and - limonene (G). Note a hiatus at around 60 Hz in the spectrograms due to the presence of a notch filter in this frequency band in our recording 
conditions. Quantification of the change in power (Δ power; as % of baseline, represented as a dotted line) of MOB activity in the response to odors is shown for the 
stimulation with amyl acetate (B), ethyl butyrate (D), + limonene (F) and – limonene (H), in the following frequency bands: theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and 
gamma (30–115 Hz) for both groups (n = 10, each). Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxia (p < 0.05). 
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baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F), beta (to 664.99 ± 429.54% of 
baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F) and gamma (to 522.16 ± 222.07% 
of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F) frequency bands power in CIH 
animals. Finally, we found that during olfactory stimulation with - 
limonene, MOB activity increased in normoxic animals in all frequency 
bands (theta: 848.68 ± 181.41% of baseline, beta: 1255.82 ± 303.98% 
of baseline and gamma: 1557.73 ± 552.75% of baseline; n = 10; p <
0.05, Fig. 4G–H). In contrast, the change was significantly smaller in 
theta (to 159.06 ± 43.14% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4G–H), 
beta (to 277.44 ± 125.30% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 3G–H) and 
gamma (to 318.27 ± 127.20% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4G–H) 
frequency bands power in CIH animals. Altogether, these data indicate 
that CIH exposure impairs MOB neuronal activity and its response to 
odors, with no specificity to a particular type of odor. All these alter-
ations would be reflected in olfactory impairment. Thus, next we tested 
the effects of CIH on odor detection and discrimination. 

3.4. Chronic intermittent hypoxia disrupts olfaction 

To evaluate the effects of CIH on olfactory detection, we used the 
buried food test (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto et al., 
2019) and found that the average latency to uncover the buried pellet 
was significantly longer in CIH animals (78.27 ± 26.96 s; n = 6; p <
0.05, Fig. 5) than in normoxic mice (24.32 ± 5.72 s; n = 6; p < 0.05, 
Fig. 5). Furthermore, there were no differences among groups in the 
time to reach a visible pellet (CIH group: 11.77 ± 1.36 s; Normoxic 
group: 9.47 ± 2.12 s; n = 6 to both groups; p > 0.05, Fig. 5). 

To further elucidate the effects of CIH on olfaction, we evaluated the 
short-term adaptation and the discrimination aspects of this function 
through the habituation/dishabituation test (Cornejo-Montes-de-Oca 
et al., 2018). Normoxic mice profusely explored odors and exhibited the 
odor habituation and dishabituation phenomena, which were not 
observed in the CIH group (Fig. 6). When the odorants were applied for 
the first time, the animals exposed to CIH scarcely explored them (vin-
egar 1st: 4.87 ± 1.62 s and vanilla 1st: 1.97 ± 0.44 s; n = 11; p < 0.05, 
Fig. 6A) compared to control normoxic animals (vinegar 1st: 14.73 ±
3.90 s and vanilla 1st: 7.82 ± 1.86 s; n = 10; Fig. 5A). Aside from these 

differences in exploration time between groups, we also compared their 
habituation to the repeated odor presentation through normalized 
exploration (first stimulus set as 100%) (Fig. 6B–C) and found that 
control animals exposed to normoxia are capable of habituating to ol-
factory stimuli, which is reflected in a significantly reduced exploration 
of the repetitive exposures to both odors (13.72 ± 4.93% and 43.84 ±
24.82% in the third presentation of vinegar and vanilla respectively, p <
0.05, Fig. 6B). In contrast, animals exposed to CIH were not capable of 
habituating to repetitive olfactory stimuli, since they did not reduce 
their exploration during the repetitive stimulation (51.12 ± 22.92% and 
223.10 ± 72.14% in the third presentation of vinegar and vanilla 
respectively, Fig. 6C). To better assess the olfactory discrimination be-
tween odors (dishabituation), we calculated the “cross-habituation 
index” (Wesson et al., 2010) by subtracting the normalized exploration 
to the third presentation of one odor to normalize the exploration to the 
first stimulation of the next odor and found that CIH animals exhibited a 
significantly smaller cross-habituation index (− 33 ± 46.81; n = 11; p <
0.05, Fig. 6D) than normoxic control animals (72.61 ± 8.74; n = 10; 
Fig. 6D). Altogether, the results indicate that CIH affects odor process-
ing; specifically, odor identification, discrimination and learning. 

To evaluate a possible relationship between olfactory performance 
and MOB response to odors, we performed correlation and cluster an-
alyses between olfactory scores and the MOB population response to 
amyl acetate in different frequency bands power (Fig. 7). We found that 
the latency to find the hidden food correlates with the change in the 
power of MOB activity to an odor (amyl acetate) in all frequency bands 
(Theta: r2 = 0.56, p < 0.05; Beta: r2 = 0.60, p < 0.05; Gamma: r2 =
0.59, p < 0.05; Fig. 7A). However, this correlation was not observed 
with the cross-habituation index (Theta: r2 = 0.33, p > 0.05; Beta: r2 =
0.21, p > 0.05; Gamma: r2 = 0.19, p > 0.05; Fig. 7B). The hierarchical 
clustering analysis revealed that the animals exposed to CIH are clus-
tered in a homogeneous group in most of the correlation plots, while the 
normoxic animals represent a more heterogeneous population although 
clearly differentiated from the CIH cluster (Fig. 7). 

4. Discussion 

Despite the well-known relationship between OSA and olfactory 
dysfunctions (Salihoğlu et al., 2014; Magliulo et al., 2018), the impact of 
CIH on olfaction and MOB activity had not been evaluated before our 
study. To fill this void, we characterized the alterations induced by CIH 
on MOB activity and olfaction and found that CIH modifies MOB neural 
network activity and its response to odors while inducing olfactory 
impairment. Since MOB function depends on the synchronized activity 
of its neural components (Rojas-Líbano et al., 2014), which leads to the 
generation of various odor-sensitive oscillatory patterns (Martin et al., 
2006; Neville and Haberly, 2003; Rojas-Líbano et al., 2014), alterations 
in OB neurons affect MOB oscillatory activity and olfaction (Zhang et al., 
2018; Li et al. 2019; Wu et al., 2020). Moreover, CIH affects neuro-
genesis (Khuu et al., 2019) and alterations in neurogenesis disrupt 
olfaction (Lietzau et al., 2018), including odor habituation/dishabitua-
tion (Lietzau et al., 2018) and the buried pellet test (Lietzau et al., 2018), 
which is likely involved in CIH-induced olfactory impairment. 

As reported for other pathological conditions (Grassi et al., 1996; 
Cheaha et al., 2015; Zhou et al., 2017), and as observed in the EEG of 
patients with OSA (Xiromeritis et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; 
Kang et al., 2020), CIH increased the proportion of MOB slow (theta) 
activity (Fig. 2). MOB theta is closely related to olfactory exploration 
(sniffing; Kay et al., 2009) and odor learning (Macrides et al., 1982; Kay 
et al., 2009), which indicates that alterations in this rhythm would 
highly impact olfactory function (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). Considering that theta oscillations in the 
MOB are coupled to the respiratory rhythm (Rojas-Líbano et al., 2014; 
Wu et al., 2020) and that the respiratory rhythm is modulated by acute 
and chronic intermittent hypoxia (Peña-Ortega, 2017; Camacho- 
Hernández et al., 2019), we explored if our CIH protocol changed the 

Fig. 5. CIH impairs odor identification. Quantification of the latency to reach 
an odorous pellet by normoxic and CIH animals (n = 6, each) while the pellet 
was hidden underneath the sawdust (left bars) or at plain sight (right bars). The 
maximal time allowed for the test was 600 s. Mice exposed to CIH take longer to 
uncover a hidden odor source. Data are presented as mean ± SEM. * denotes a 
significant difference vs normoxia group (p < 0.05). 
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respiratory rhythm and found that it is not the case (Fig. 3). Thus, the 
increase in theta rhythm in CIH animals cannot be associated with a 
change in inspiratory modulation. This finding is similar to the lack of 
relationship between changes in breathing pattern and alterations in 
MOB oscillatory activities during fasting (Wu et al., 2020). Another 
external influence on MOB theta oscillations is the hippocampal theta 
rhythm (Kay, 2005). However, we have recently shown that the intrinsic 
hippocampal theta rhythm in vitro is not altered after an identical CIH 
exposure (Villasana-Salazar et al., 2020). Still, the increase in theta 
power observed in the MOB can be due to an increased pathological 
theta-coupling with other extra-hippocampal structures (e.g. the tem-
poral or prefrontal cortex; Grassi et al., 1996; Salimi et al., 2019). 
Alternatively, the increase in theta activity after CIH could also be 
explained by changes in the circuitry within the MOB. Since the rhyth-
mic activity arriving at the olfactory glomeruli in theta frequency re-
cruits local inhibition from juxtaglomerular interneurons innervating 
mitral/tufted cells, which amplify theta activity within the MOB 
(Fukunaga et al., 2014), it is likely that the already reported changes 
produced by CIH on extrabulbar interneurons (Yuan et al., 2015; Liang 

et al., 2016, 2020) might include the bulbar juxtaglomerular inter-
neuron network leading to the increase in MOB theta activity. The in-
crease in MOB slow activity after CIH resembles the EEG slowing 
observed in Alzheimer’s disease (Peña-Ortega, 2013, 2019), inflamma-
tion (Peña-Ortega, 2019) and indeed in OSA patients (Xiromeritis et al., 
2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020), which has been 
correlated to a variety of behavioral alterations. 

We also found that CIH decreases the proportion of fast (beta and 
gamma) activity. Beta and gamma rhythms are associated with odor 
discrimination and learning (Hermer-Vazquez et al., 2007; Kay and 
Beshel, 2010; Fourcaud-Trocmé et al., 2019), while gamma rhythm is 
also related to odor detection (Martin et al., 2007; Chapuis et al., 2009; 
Lockmann et al., 2018). Since beta oscillations mainly rely on the cen-
trifugal interactions with extrabulbar structures (Martin et al., 2007; 
Hermer-Vazquez et al., 2007; Chapuis et al., 2009; Kay and Beshel, 
2010; Lockmann et al., 2018; Fourcaud-Trocmé et al., 2019), it is likely 
that, as further discussed later, the reduction in beta oscillations induced 
by CIH is reflecting alterations in extrabulbar structures intimately 
related to the MOB (Martin et al., 2006; Neville and Haberly, 2003), 

Fig. 6. CIH impairs odor habituation and discrimination. A) Exploration time to different odor presentations for animals of the normoxic (n = 10) and CIH (n = 11) 
groups. Alternatively, normalized exploration time (as % of the first exposure) for normoxic (B) and CIH (C) animals are also presented. Note that normoxic animals 
exhibited a reduction in the exploration time after repetitive stimulation with the same odor (habituation) and an increase upon change in the presented odor 
(dishabituation), which was not observed in CIH animals. D) Quantification of the cross-habituation index (discrimination) for CIH and normoxic animals. Note a 
significant reduction in cross-habituation in CIH mice. Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxic group (p < 0.05). 
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such as the hippocampus (Villasana-Salazar et al., 2020) or the cortex 
(Xiromeritis et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020). 
Interestingly, alterations in olfactory habituation have also been asso-
ciated with changes in olfactory related cortices (Wilson, 1998; Smith 
et al., 2009; Campolongo et al., 2018). As for the theta activity increase, 
the reduction in MOB fast (beta and gamma) activity also resembles the 
EEG slowing observed in Alzheimer’s disease (Peña-Ortega, 2013, 
2019), inflammation (Peña-Ortega, 2019) and OSA patients (Xiromeritis 
et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020). 

Gamma oscillations are mainly generated within the MOB (Fukunaga 
et al., 2014), and mostly arise from the dendrodenritic synapses between 
the mitral cells and granular interneurons (Rojas-Líbano and Kay, 2008; 
Fukunaga et al., 2014; Osinski and Kay, 2016; Osinski et al., 2018). The 
amount of gamma is enhanced during odor detection and discrimination 
(Beshel et al., 2007; Lepousez and Lledo, 2013), and is closely related to 
olfactory task demands (Beshel et al., 2007). Moreover, alterations in 
MOB gamma activity have been associated with olfactory dysfunction 
(Lepousez and Lledo, 2013; Cheaha et al., 2015; Li et al., 2019). 
Considering that MOB gamma oscillations mostly rely on the activity of 
granule interneurons (Rojas-Líbano and Kay, 2008; Fukunaga et al., 
2014; Osinski and Kay, 2016; Osinski et al., 2018), it is likely that the 
changes produced by CIH on interneurons (Yuan et al., 2015; Liang 
et al., 2016, 2020) might reach the bulbar granule interneuron network 
decreasing MOB gamma activity. In fact, reducing GABAergic inhibition 
alters gamma activity and olfactory performance (Lagier et al., 2004; 
Bathellier et al., 2010; Lepousez and Lledo, 2013). Alternatively, the 
CIH-induced reduction in NMDA-mediated transmission, already found 
in the hippocampus (Arias-Cavieres et al., 2020) and the nucleus of the 
solitary tract (De Paula et al., 2007; Almado et al., 2012), could account 
for the reduction in MOB gamma oscillations, since NMDA receptors at 
the dendrodendritic synapses, mainly those between granule and prin-
cipal cells, are essential for MOB gamma generation (Osinski et al., 
2018). 

The MOB network suffers a reconfiguration process while transiting 
from spontaneous network activity in the absence of odors to odor- 
induced neural network activity, which involves not only an increase 

in activity power (Lagier et al., 2004; Le Pichon et al., 2009; Cheaha 
et al., 2015; Chelminski et al., 2017; Zhou et al., 2017; Zhang et al., 
2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020) but also changes in cellular ele-
ments and synaptic interactions required for the transition from one 
activity pattern to the other (Friedman and Strowbridge, 2003; Lagier 
et al., 2004). This reconfiguration process seems to be necessary for 
proper olfactory information processing (Wu et al., 2020) and is reduced 
under stressful conditions that affect olfaction (Wu et al., 2020). Coin-
cidently, here we show that CIH affects the change in the MOB activity 
pattern induced by the presence of odors, at least the increase in overall 
power (Fig. 4). Thus, it is likely that this functional alteration in MOB 
responsivity might be related to CIH-induced olfactory dysfunction. 
Similarly, in the hippocampus, CIH alters the synaptic plasticity induced 
by repetitive input stimulation, which was associated with a reduction in 
hippocampal-dependent tasks (Payne et al., 2004; Arias-Cavieres et al., 
2020). 

In summary, here we found that CIH alters MOB activity, which 
correlates with olfactory dysfunction. The association of both phenom-
ena has been found under other pathological or stressful conditions (Le 
Pichon et al., 2009; Cheaha et al., 2015; Chelminski et al., 2017; Zhou 
et al., 2017; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020). The 
olfactory alterations in these conditions have been related to a variety of 
changes in intrinsic and synaptic properties of bulbar neurons (Zhang 
et al., 2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020), including alterations in the 
firing activity of olfactory neurons (Li et al. 2019; Wu et al., 2020), their 
response to odor stimuli (Wu et al., 2020) and their synaptic interactions 
(Le Pichon et al., 2009; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019), which can be 
also the case for the alterations induced by CIH. This is likely because 
CIH alters intrinsic and synaptic properties in different circuits (Payne 
et al., 2004; De Paula et al., 2007; Almado et al., 2012; Arias-Cavieres 
et al., 2020; Villasana-Salazar et al., 2020). These potential changes in 
the olfactory circuits need to be explored to identify possible therapeutic 
targets to counteract the effects of CIH on olfactory function, which 
could be useful for the treatment of hyposmia in OSA patients. 

It must be acknowledged that CIH-induced deterioration in olfactory 
function is sturdier than the CIH-induced changes in MOB network 

Fig. 7. Correlation between MOB population response to odors with olfactory detection but not with odor discrimination. Correlation plots between olfactory 
performance with the change in normalized power (% of baseline) of the MOB during exposure to amyl acetate in different frequency bands (Δtheta: 1–15 Hz, left; 
Δbeta: 15–30 Hz, middle and Δgamma: 30–115 Hz, right) for all tested animals, including CIH (red dots) and normoxic (red dots) animals. Aside from the linear 
regressions (black line), dots were grouped through hierarchical clustering (dotted circles). Note that CIH animals are always grouped in the same cluster differ-
entiated from normoxic clusters. Significant correlations were found between the response of the MOB to amyl acetate, in all frequency bands power, with odor 
detection (latency to uncover pellet; upper graphs) but not with the cross-habituation index (lower graphs). 
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activity. This apparent dissociation between a moderate reduction in a 
single-site LFP power and a clear deterioration in behavior has been 
observed in other pathological conditions and circuits (Radwan et al., 
2016; Bygrave et al., 2019). In the absence of major changes in oscil-
latory activity power, behavioral alterations can be associated to alter-
ations in the temporarily ordered and dynamic activation of ensembles 
within a given circuit (Radwan et al., 2016) or between distant networks 
(Bygrave et al., 2019). For instance, mice lacking the GLUA1 protein 
(which is related to schizophrenia), show impaired spatial working 
memory and stimulus habituation, which are not related to a dramatic 
change in slow or fast oscillations (although some slight state-dependent 
alterations in power are observed; Bygrave et al., 2019) but are, instead, 
correlated to major alterations in hippocampal–prefrontal coherence, in 
a demand-dependent manner. Similarly, cognitive discrimination defi-
cits in fragile X mental retardation protein 1-deficient mice were not 
related to a dramatic change in slow or fast oscillations (Radwan et al., 
2016), but were closely correlated with alterations in the dynamic 
transitions in the theta/gamma coupling along the somato-dendritic axis 
of CA1 during different demands (Radwan et al., 2016), producing what 
has been called a discoordinated state (Radwan et al., 2016). It must be 
acknowledged too, that dynamic functional impairments would be 
difficult to detect by steady-state measurements, by recording only one 
structure, or by only analyzing the changes in power of oscillatory ac-
tivity. These limitations are present in our study and need to be amended 
by evaluating the activity of the MOB (and simultaneously other related 
circuits) under different olfactory demands and/or by simultaneously 
recording all its cellular types and layers. As it is now, we cannot discard 
that CIH produces differential changes within the MOB (beyond the 
recorded granular layer) or other extrabulbar olfactory circuits. In fact, 
there are olfactory-related extrabulbar structures affected by CIH, 
perhaps more than the MOB, such as the piriform cortex (Mukai et al., 
2013), the entorhinal cortex-hippocampal circuit (Mukai et al., 2013; 
Villasana-Salazar et al., 2020) and neuromodulatory networks (Ma 
et al., 2008; Mukai et al., 2013), that could influence the CIH-induced 
olfactory dysfunction. The contribution of these extrabulbar circuits to 
the CIH-induced olfactory dysfunction needs to be addressed. 

5. Conclusion 

Our findings provide evidence that CIH disrupts MOB spontaneous 
and odor-evoked activity, which correlates with alterations in olfaction. 
It is likely that the hyposmia observed in OSA patients is induced by CIH- 
induced alterations in the MOB and, perhaps, in other extrabulbar cir-
cuits. Further studies are needed to reveal the cellular and network 
mechanisms underlying these alterations and their possible reversal. 
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Abstract.
Background: Deficits in odor detection and discrimination are premature symptoms of Alzheimer’s disease (AD) that
correlate with pathological signs in the olfactory bulb (OB) and piriform cortex (PCx). Similar olfactory dysfunction has
been characterized in AD transgenic mice that overproduce amyloid-� peptide (A�), which can be prevented by reducing A�
levels by immunological and pharmacological means, suggesting that olfactory dysfunction depends on A� accumulation and
A�-driven alterations in the OB and/or PCx, as well as on their activation. However, this possibility needs further exploration.
Objective: To characterize the effects of A� on OB and PCx excitability/coupling and on olfaction.
Methods: A� oligomerized solution (containing oligomers, monomers, and protofibrils) or its vehicle were intracerebroven-
tricularlly injected two weeks before OB and PCx excitability and synchrony were evaluated through field recordings in
vivo and in brain slices. Synaptic transmission from the OB to the PCx was also evaluated in slices. Olfaction was assessed
through the habituation/dishabituation test.
Results: A� did not affect lateral olfactory tract transmission into the PCx but reduced odor habituation and cross-habituation.
This olfactory dysfunction was related to a reduction of PCx and OB network activity power in vivo. Moreover, the coher-
ence between PCx-OB activities was also reduced by A�. Finally, A� treatment exacerbated the 4-aminopyridine-induced
excitation in the PCx in slices.
Conclusion: Our results show that A�-induced olfactory dysfunction involves a complex set of pathological changes at
different levels of the olfactory pathway including alterations in PCx excitability and its coupling with the OB. These
pathological changes might contribute to hyposmia in AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, coherence, hyperexcitability, local field potential, main olfactory bulb, olfactory function,
piriform cortex
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INTRODUCTION

Olfactory processing relies on a recurrent network
pathway that relays first in the olfactory bulb (OB)
and then in the piriform cortex (PCx) [1–3]. Disrup-
tion of either of these circuits impairs odor perception
[1–3], which is an early sign of Alzheimer’s disease
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(AD) [4, 5]. Olfactory dysfunction in AD precedes
cognitive impairments [5–7] and includes deficits
in odor detection and discrimination, possibly due
to alterations in different olfactory circuits [7–11].
Similar olfactory dysfunctions observed in AD trans-
genic mice that overproduce amyloid-� peptide (A�)
[12–15] correlate with neuroanatomical changes in
the OB and PCx [16–20].

Histopathological markers of AD are observed
throughout the olfactory pathway [21–23]. Neurofib-
rillary tangles [21, 24] and A� deposits observed in
the OB and PCx [23, 24] correlate with clinical symp-
toms in AD patients [22]. A similar scenario, but with
some variability, can be found in AD transgenic mice
that overproduce A� [19, 25–28]. For instance, A�
deposition in the OB and PCx has been observed
in Tg2576 transgenic mice [28, 29] and APP/PS1
double transgenic mice [16, 30]. Alternatively, triple
transgenic mice (3xTg-AD) exhibit A� accumulation
in the PCx but not in the OB [31], while PLB4 trans-
genic mice exhibit A� oligomer accumulation in the
PCx, with no signs of plaque deposition [32]. Despite
the differences in A� presence, these AD transgenic
mice exhibit olfactory dysfunctions [26, 28–32].

Olfactory dysfunction in AD transgenic mice that
overproduce A� can be prevented by reducing A�
levels or neutralizing A� through pharmacological
means [28, 33] or immunization [34, 35], respec-
tively, suggesting that olfactory dysfunction in AD
transgenic mice depends on A� accumulation [28,
34–36]. To further support the notion that A� is
responsible for olfactory dysfunction in AD, we have
shown that direct intrabulbar microinjection of A�
oligomers [37–39] induces a reduction in odor detec-
tion [37, 39], a function that mostly relies on the
OB [40–42]. Interestingly, A� oligomers also reduce
odor habituation and discrimination [38, 39], which
rely on both PCx activity and PCx–OB recurrent
interactions [40–42].

Odor habituation and discrimination are affected
in AD patients [43] and AD transgenic mice that
overproduce A� [29, 33–36], which correlates with
1) A� accumulation in the PCx [29, 33, 35, 36],
2) functional imaging alterations in the PCx [43,
44] and 3) hyper- and hypoexcitability in the PCx
of AD transgenic mice that overproduce A� [28].
Thus, it is likely that A� could directly affect PCx
excitability and/or its interaction with the OB. To test
this possibility, we evaluated the effects of A� on
PCx activity (simultaneously recorded with the OB),
PCx–OB interactions and on their excitability. We
found that A� intracerebroventricular administration

reduces odor habituation and discrimination while
reducing PCx and OB network activity and their
coherence. We also found that A� exacerbates the
PCx response to the pro-convulsant 4-aminopyridine
(4-AP) [45–47].

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

The experimental procedures were approved by the
Bioethics Committee of the Institute of Neurobiology
at UNAM and were performed in accordance with
the guidelines of the Official Mexican Norm for the
Use and Care of Laboratory Animals (Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZOO-1999) and the Institu-
tional Animal Care and Use Committee Guidebook
(NIH publication 80–23, Bethesda, MD, USA, 1996).

Subjects

Adult CD1 mice (8 weeks old; 30–35 g) were
obtained from the breeding colony of the animal facil-
ity at the Institute of Neurobiology, UNAM. The mice
were housed in groups of 3-4 animals in transpar-
ent acrylic cages and maintained in a vivarium with
controlled temperature (22 ± 1◦C), as well as with
food and water ad libitum. Animals were kept under
a normal 12 h light-12 h dark cycle.

Aβ preparation

A�1–42 was obtained from American Peptide
(Sunnyvale, CA). Oligomerization was performed as
previously described [39, 48]. Briefly, solid A�1–42
peptide was dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) at a final peptide concentration of
1 mM and incubated for 60 min at room tempera-
ture. HFIP was evaporated overnight, and DMSO
was added to prepare a 5 mM solution. Such solu-
tion was then diluted with F12 medium to reach
a final concentration of 100 �M. This solution was
incubated at 5◦C for 24 h and then centrifuged at
14,000 rpm at 4◦C for 10 min. The supernatant was
collected and maintained at 4◦C until used for experi-
ments. The composition of the oligomerized A�1–42
solution used for this study was corroborated with
standard electrophoresis followed by silver stain-
ing, which exhibits the presence of A� oligomers,
monomers, and protofibrils (Fig. 1C; inset) [39, 48].
For this study, we administered A� into the cere-
brospinal fluid (CSF) at a dose of 500 pmoles [49]. We
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Fig. 1. Synaptic transmission from the OB to the PCx ex vivo is not affected by intracerebral A� injection. A) Representative fEPSPs
recorded in the PCx layer II evoked by LOT stimulation (in OB-PCx slices) under basal conditions and in the presence of synaptic blockers
as follows: bicuculline (Bic) 50 �M, APV 100 �M, CNQX 6 �M, CdCl2 200 �M, and lidocaine 1 mM (Lido). B) Quantification of the
remnant of the normalized fEPSP amplitude (basal set as 100%) after the sequential application of synaptic blockers in slices obtained from
control animals (injected with F12 medium; CTL; black) and from A�-injected animals (gray). *p < 0.05 denotes a significant difference
versus basal. C) Stimulus-response curves of the EPSPs recorded in slices obtained from CTL and A�-injected animals (same color code).
Inset: Silver-stained gel of the electrophoretic pattern of the A� oligomerized solution (right lane; monomers, dimers, trimers/tetramers,
and heptamers/octamers are the main oligomeric forms) along with a molecular-weight (MW) size marker (left lane). D) Paired pulse
ratio (P2/P1) as a function of the interstimulus interval (ISI) in slices obtained from CTL and A�-injected animals (same color code). No
differences were observed between the groups in any of the stimulation intensities or interstimulus intervals used.

chose this dose based on three previous experimen-
tal observations. First, we showed that 200 pmoles
of A� induces olfactory dysfunction when applied
directly into the OB [37, 39]. Secondly, we already
know that, when applied into the CSF, increasing A�
dose by 2.5-fold produces similar effects than those
induced by its local application [50, 51]. Moreover,
intraventricular injection of A� 500 pmoles is enough
to induce olfactory dysfunction in mice, by reaching
different circuits, while a lower dose did not induce
alterations [49].

Aβ administration, electrode implantation, and
recording in vivo

Animals were anesthetized with a mixture of
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (4 mg/kg) (i.p.).
Mice were also administered (s.c) saline solution
(0.9%) (15 ml/Kg). After verifying anesthesia depth
(absence of tail pinch and pedal reflexes), animals
were affixed to a stereotaxic frame (Stoelting Co.
IL). A� (500 pmoles) or its vehicle (F12 medium)
was intracerebroventricularly microinjected at the
following coordinates: AP = –0.2, L = ± 1, V = 2.5
[52]. A stainless-steel needle connected to a Hamil-
ton microsyringe (10 �l) (Hamilton Company) by

plastic tubing was used for the microinjection. An
infusion volume of 5 �l at 0.5 �l/min was controlled
by a microinfusion pump (WPI 220i). After the infu-
sion, the needle remained inside the ventricle for at
least 5 min to ensure proper diffusion of the injected
content. A subgroup of injected animals was sutured,
treated with an analgesic (meloxicam; 2 mg/kg; i.m.),
and allowed to recover from the surgical procedure
for 2 weeks before any behavioral or electrophys-
iological evaluation. After microinjection of either
A� or its vehicle, a subgroup of injected animals
was implanted with recording electrodes, as follows,
to perform electrophysiological evaluations in vivo
while awake. A bipolar electrode, made of two paral-
lel strands of stainless steel (California Fine Wire),
insulated except for their tip, was implanted into
the PCx at the following coordinates: AP = 1.94,
L = ± 2.1, V = 4.8 [52]. A second bipolar electrode,
with identical characteristics, was implanted into the
OB at the following coordinates: AP = 4.8, L = ± 0.7,
V = 1.6 [52]. These electrodes were attached to a
male connector pin for subsequent connection to the
electrophysiological recording system. Two stainless
steel screws were threaded into the cranium over
the cerebellum (coordinates AP = –10.0, L = ± 3.0
and V = 1.0) to ground the signal and support the
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implanted electrodes. The arrangement of electrodes,
screws and connector was fixed to the skull with
dental acrylic (MDC Dental-NicTone R3V). Animals
were treated with an analgesic (meloxicam; 2 mg/kg;
i.m.) and allowed to recover from the surgical pro-
cedure for 2 weeks before any further experimental
manipulation.

Electrophysiological recordings in vivo

Two weeks after A� or F12 medium was ad-
ministered, the local field potential (LFP) was simul-
taneously measured in the OB and PCx while animals
were freely moving. These animals were introduced
into a new cage, with identical characteristics as their
home cage but with clean sawdust, located inside a
Faraday cage. LFPs were recorded for 30 min while
animals remained at rest in this new cage. The signals
were amplified, filtered (high-pass, 0.1 Hz; low-pass,
0.75 kHz; Grass Instruments) and digitized at 10 kHz
(Digidata, Molecular Devices).

OB-PCx slice preparation

Two weeks after either A� or F12 medium was
administered, the non-implanted animals were euth-
anized with an overdose of sodium pentobarbital
(70 mg/kg, i.p.) and perfused transcardially with cold
modified artificial cerebrospinal fluid (aCSF), con-
taining 238 mM sucrose, 3 mM KCl, 2.5 mM MgCl2,
25 mM NaHCO3, and 30 mM D-glucose, pH 7.4 and
bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2). The
brain was extracted and dissected in ice-cold normal
aCSF containing 119 mM NaCl, 3 mM KCl, 1.5 mM
CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM NaHCO3, and 30 mM
D-glucose, pH 7.4 and bubbled with carbogen. OB-
PCx slices were obtained as previously described
[53]. Briefly, one hemisphere was mounted on a
plastic block, with the characteristics described by
McGinley and Westbrook [53], to obtain a single
parasagittal 400 �m thick slice preserving the con-
nectivity between the ventral anterior PCx and the OB
through the lateral olfactory tract (LOT). The slices
were allowed to recover in bubbled aCSF at room
temperature for at least 60 min before any experimen-
tal manipulation.

Electrophysiological recordings in vitro

For LFP recordings, brain slices were transferred
to a chamber that was continuously perfused with
oxygenated aCSF maintained at 30–32◦C. LFP was
recorded with borosilicate electrodes (1 M�) filled

with aCSF and positioned on anterior PCx layer II
and the OB granular cell layer [37]. LFP was recorded
for 20 min to obtain the basal network activity in both
structures. Thereafter, 4-AP (100 �M) [47, 54] was
added to the bath and its effects were evaluated for
45 min. Finally, 1 mM lidocaine was applied to block
neural activity and confirm the viability of each slice
[55]. The signals were amplified, filtered (high-pass,
0.1 Hz; low-pass, 0.75 kHz; Grass Instruments) and
digitized at 10 kHz (Digidata, Molecular Devices).

Synaptic transmission between the OB and PCx,
and its short-term plasticity, was evaluated by record-
ing the field excitatory postsynaptic potential (fEPSP)
using the paired pulse protocol in vitro [55, 56], in
slices obtained from A� and F12 medium microin-
jected animals. In the same OB-PCx slices, a concen-
tric bipolar platinum electrode (75 �m diameter at the
tip) was placed on the LOT, near its origin in the OB,
while evoked fEPSPs were recorded in PCx layer ll
upon LOT voltage square pulse (100 �s, 0.1 Hz) stim-
ulation. Any given stimulation was repeated 5 times
and the averaged fEPSP was included in each data
set. The stimulus intensity was increased from 0.3 to
1.5 V (by 0.1 V steps) to evaluate the input/output
(I/O) relationship in this synaptic connection [55,
56]. With the stimulus intensity adjusted to induce
an fEPSP with 30–50% of the maximal amplitude,
paired pulses were applied with an interstimulus
interval (ISI) between 30 ms and 300 ms to evaluate
the short-term plasticity of this synaptic connection
[55, 56]. The paired pulse ratio (PPR) was calculated
as follows: P2/P1, where P2 is the amplitude of the
second fEPSP and P1 is the amplitude of the first
one [55, 56]. After recording the fEPSP under basal
conditions, at 30–50% of the maximal amplitude, sev-
eral drugs were bath applied to evaluate the synaptic
components of the fEPSP. To reveal a contribution
of GABAA-dependent transmission to the fEPSP, we
bath applied its antagonist bicuculline (Bic 50 �M;
Sigma-Aldrich) [57, 58] and measured its effect for
10 min. Then, to evaluate the contribution of NMDA
glutamate receptors to the fEPSP, we bath applied
their antagonist APV (100 �M; Sigma-Aldrich) [59,
60] and measured its effect for 10 min. To evaluate
the contribution of non-NMDA glutamate receptors
to the fEPSP, we bath applied their antagonist CNQX
(6 �M; Sigma-Aldrich) [61, 62] and measured its
effect for 10 min. In an independent set of experi-
ments, performed in OB-PCx slices obtained from
naı̈ve animals, the same set of fEPSPs and evaluations
were recorded under control conditions as well as
60 min after the continuous presence of A� (30 nM)
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in the recording bath. At the end of all evaluations,
CdCl2 (200 �M) and lidocaine (1 mM) were sequen-
tially added to the bath to block synaptic transmission
and neural activity, respectively [63]. The signals
were amplified, filtered (high-pass, 0.1 Hz; low-pass,
0.75 kHz; Grass Instruments) and digitized at 10 kHz
(Digidata, Molecular Devices).

Habituation/dishabituation test

Odor habituation and discrimination were evalu-
ated through the habituation-dishabituation test, as
described previously [38]. Briefly, mice were habit-
uated to the experimental cage for 30 min. Next, a
swab attached to a removable holder was presented
at the side of the cage for 3 min. The tip of the swab
was impregnated with either water (5 �l) or an odor
(acetic acid or vanilla; 5 �l). This procedure was
repeated several times with 1 min intervals. In the
first two exposures the swab contained water. In the
third trial the swab randomly contained either acetic
acid (100% v/v; Herdez Company) or vanilla odor
(100 % v/v; Herdez Company). The odor selected
for the third trial was repeated in the fourth and fifth
trials (always with 1 min intervals between trials),
constituting an odor block. At the end of the first odor
block, in the sixth trial, the other odor was presented.
The odor selected for the sixth trial was repeated in
the seventh and eighth trials (second odor block).
To quantify the exploration time of each stimulus,
exploration was considered when the mouse’s nose
remained sniffing within 2 cm of swab. The habitua-
tion phase of the test evaluates the reduction in time
that mice spend smelling on each repeated stimulus
with the same odor, whereas the dishabituation phase
of the test evaluates whether the mice were able to
spontaneously recognize a novel odorant stimulus by
spending more time smelling the swab that contains
it [38].

Data analysis and statistics

Data distribution was assessed with the Shapiro-
Wilk normality test. When the assumptions for
parametric testing were not reached, no-parametric
tests were used. Electrophysiological recordings
were analyzed off-line. The amplitude of the fEPSP
was measured from the end of the stimulus artifact
to the fEPSP peak with Clampfit software (v.10.7,
Molecular Devices). For the pharmacological exper-
iments, the amplitude of the fEPSP recorded under
basal conditions was set as 100% and the amplitude of

the subsequent fEPSP in the presence of any drug was
measured as % of basal. For statistical comparisons of
these pharmacological experiments, an ANOVA test
followed by Dunnett’s correction was performed. For
the comparisons of the I/O curves or the PPR curves
of both experimental groups (F12 medium versus A�)
we used a two-way ANOVA test. To compare the
effects of A� bath application on fEPSP amplitude
or PPR, we used a t-test for independent groups.

For the spontaneous network activity, a power
spectrum analysis was performed using the Rapid
Fourier Transform Algorithm with a Hamming
window using Clampfit. Ten segments (10 s long)
were analyzed and averaged. The power of the
broad-frequency band (1-55 Hz) of each individ-
ual experiment under basal conditions (i.e., activity
before 4-AP application) was set as 100% and the
activity in the presence of 4-AP 100 �M was quan-
tified as % of basal. Then, a Mann-Whitney U
test was performed to compare the power before
and after 4-AP application. Spontaneous population
spikes induced by 4-AP were detected manually
and their amplitude and frequency were measured
with Clampfit. The power of population spikes was
also normalized to basal condition (defined as the
100%) and analyzed using a Mann-Whitney U test.
The in vivo LFP power spectra were segmented into
the following frequency bands: delta (1–3 Hz), theta
(3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz).
Aside from raw power, relative power was calculated
as the percentage contributed by each frequency to the
total power in the broad-frequency band (1–55 Hz).
These data were analyzed with the Mann-Whitney
U test. The coherence between the activities of the
OB and the PCx was measured using the function
“mscohere” in MATLAB software (R2020a). Coher-
ence was averaged in the following frequency bands:
delta (1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and
gamma (36–55 Hz). Coherence was analyzed with an
ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons.

Behavioral parameters were analyzed using a two-
way ANOVA followed by Fisher’s LSD post-hoc
test to evaluate the habituation between the first
odor stimulus and the last stimulus of each odor
block and the cross-habituation comparing the third
odor stimulus of a block with the first stimulus
of the second block. The cross-habituation index
was also calculated by subtracting the normalized
exploratory time of the last stimulus of an odor block
to the normalized investigatory time of the next odor
block [33]. These cross-habituation values were com-
pared using a Mann-Whitney U test. GraphPad Prism
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(version 8.0) software was used for graphs and statis-
tical analysis. Data are presented as the mean ± EEM.
Differences were considered significant at p < 0.05.

RESULTS

Synaptic transmission between the OB and the
PCx is not affected by injection of Aβ in vivo

Stimulation of the LOT in OB-PCx slices evoked a
typical glutamatergic fEPSP in PCx layer II (Fig. 1A),
which was mediated by non-NMDA receptors, but
not by NMDA receptors, and with no contribu-
tion of GABAergic transmission (Fig. 1A, B). This
fEPSP was blocked by bath application of the non-
NMDA glutamate receptor CNQX 6 �M (p < 0.05,
n = 5; Fig. 1A, B), but was not altered by the previ-
ous sequential application of the GABAA antagonist
bicuculline 50 �M (p = 0.9, n = 5; Fig. 1A, B) and the
NMDA glutamate receptor antagonist APV 100 �M
(p = 0.9, n = 5; Fig. 1A, B). As expected, the fEPSP
was blocked by the bath application of both CdCl2
200 �M and lidocaine 1 mM (p < 0.05, n = 5; Fig. 1A,
B). As mentioned, CNQX 6 �M caused a signifi-
cant decrease in the fEPSP amplitude of 79 ± 7% in
the control group (injected with F12 medium) and
84 ± 7% in the group injected with A� (p < 0.05,
n = 5; Fig. 1B). These reductions in fEPSP amplitude
induced by CNQX were not different between groups
(p > 0.05, n = 5; Fig. 1B). No significant differences
were observed between groups in the presence of
any of the other transmission blocker tested (p > 0.05,
n = 5; Fig. 1B). The A� group was previously injected
intracerebroventricularlly with an oligomerized solu-
tion containing oligomers, monomers and protofibrils
(Fig. 1C; inset) [39, 48].

In order to evaluate the consequences of A� expo-
sure in vivo on synaptic transmission in the OB-PCx
connection ex vivo (in slices), the I/O relationships
were evaluated in OB-PCx slices obtained from
control animals (injected with F12 medium) and A�-
injected animals (Fig. 1C). We found no significant
differences in the I/O relationships between groups
(p = 0.9, n = 9; Fig. 1C). In order to evaluate the effects
of A� exposure in vivo on short-term plasticity of
the OB-PCx connection ex vivo, the PPR as a func-
tion of inter-stimulus interval (ISI) relationships were
evaluated in slices obtained from control animals
(injected with F12 medium) and A�-injected animals
(Fig. 1D). We found no significant differences in the
PPR/ISI relationships between groups (p = 0.8, n = 9;
Fig. 1D).

Synaptic transmission between the OB and the
PCx is not affected by acute application of Aβ in
vitro

Considering that A� microinjection in vivo did not
affect synaptic transmission between the OB and the
PCx two weeks after its application, we evaluated the
sensitivity of this connection to the bath application
of A� in vitro. In OB-PCx slices obtained from naı̈ve
animals, the amplitude of the fEPSP recorded in the
PCx layer-II exhibited an amplitude of 6.7 ± 0.7 �V
(Fig. 2A, C) and a PPR of 1.5 ± 0.07 (Fig. 2A, B)
which remained unaltered 1 h after the continuous
presence of A� 30 nM, since the fEPSP maintained
an amplitude of 6.8 ± 0.7 �V (101 ± 4 % of basal;
p > 0.7, n = 7; Fig. 2A-D) and a PPR of 1.5 ± 0.09
(p > 0.9, n = 7; Fig. 2A, B).

Aβ in vivo treatment exacerbates 4-AP-induced
hyperexcitability only in the PCx ex vivo

To evaluate the effect of A� on PCx excitability
we recorded its spontaneous LFP and induced hyper-
excitation by bath application of 4-Aminopyridine
(4-AP 100 �M) [47, 54]. Bath application of 4-
AP induces hyperexcitation in slices obtained from
control animals (injected with F12 medium) and A�-
injected animals (Fig. 3A), leading to the generation
of spontaneous population spikes in the PCx, more
potently in slices obtained from A�-injected ani-
mals than in slices obtained from control animals
(Fig. 3A). In the slices obtained from A�-injected ani-
mals, the 4-AP-induced population spikes exhibited
a significantly higher amplitude (200.9 ± 58.3 �V;
n = 8; Fig. 3C), frequency (0.18 ± 0.04 Hz; n = 8;
Fig. 3D) and increase in power (7.8 ± 4.0 × 104 %
of basal; n = 8; Fig. 3B) than the population spikes
obtained from control animals (70.1 ± 16.8 �V,
0.07 ± 0.02 Hz and 7.3 ± 2.8 × 103 % of basal,
respectively, n = 9; p < 0.05; Fig. 3).

In contrast to what we observed in the PCx, 4-
AP-induced hyperexcitation tended to be smaller
in OB-PCx slices obtained from control animals
(injected with F12 medium) than slices obtained
from A�-injected animals (Fig. 4). In the OB, 4-
AP-induced excitation lead to medium-voltage slow
activity that increased the power to 3.2 ± 2.4 × 104

% of basal in OB-PCx slices obtained from con-
trol animals, which was higher but not significantly
different (p = 0.1) than the increase in power (to
2.2 ± 1.1 × 103 % of basal) in OB-PCx slices
obtained from A�-injected animals.
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Fig. 2. Synaptic transmission from the OB to the PCx is not sensitive to A� application in vitro. A) Representative fEPSPs recorded in the
PCx layer II evoked by a paired LOT stimulation (in OB-PCx slices) under basal conditions 30 min and 1 h after A� 30 nM bath application
and after CdCl2 200 �M application. B) Quantification of the paired pulse ratio of the paired fEPSPs recorded under basal conditions and 1 h
after A� application. C) Quantification of the fEPSP amplitude of the first EPSP recorded under basal conditions and 1 h after A� application.
D) Normalized fEPSP amplitude recorded under basal conditions (set as 100%) and 1 h after A� application. “ns” (p > 0.05) denotes the
absence of a significant difference between conditions.

OB and PCx network activity and coherence are
depressed by injection of Aβ in vivo

When we evaluated the effect of A� injection
in vivo on the spontaneous LFP in freely moving
animals, we observed that two weeks after A� admin-
istration the activity of both the OB and the PCx
exhibited a reduction in amplitude (Fig. 5A). The
quantification of power in the theta (3–12 Hz), beta
(13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz) frequency bands
exhibited a significant reduction in A�-injected ani-
mals compared to control animals (injected with F12
medium) (p < 0.05, n = 15; Fig. 5B, D). However, no
differences in the delta frequency band (<3 Hz) were
observed between groups (p > 0.1, n = 15; Fig. 5B, D).
Moreover, the relative power in all frequency bands
did not show differences between groups (p > 0.2,
n = 15; Fig. 5C, E).

As a proxy for functional communication between
the OB and the PCx, we evaluated the effect of
A� administration in vivo on their synchrony in
freely moving animals. For this purpose, we mea-
sured the coherence of both signals (Fig. 6) and
found that the coherence of OB-PCx activities was
reduced in A�-injected animals in the fast frequency
components of the spectrum (Fig. 6A). The con-
trol group showed a coherence value of 0.30 ± 0.01
for the beta frequency band (13–35 Hz), which was
significantly higher than the coherence recorded in
A�-injected animals (0.19 ± 0.01; p = 0.02, n = 15;
Fig. 6B). This was similar for the gamma fre-
quency band (36–55 Hz), as the control group showed
a coherence value of 0.29 ± 0.03, which was sig-
nificantly higher than the coherence recorded in
A�-injected animals (0.18 ± 0.01; p = 0.04, n = 15;
Fig. 6B). In addition, the theta band showed a
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Fig. 3. A� treatment exacerbates 4-AP-induced hyperexcitability in the PCx. A) Representative traces of the PCx local field potential in the
presence of 4-AP (100 �M) in OB-PCx slices obtained from control animals (injected with F12 medium; CTL; upper trace) and A�-injected
animals (A�; medium trace). The lower traces showed a representative population spike from each group. B) Normalized population spike
power measured as % of basal activity (set as 100%) for the CTL (black) and A� (gray) groups. C) Mean amplitude of the population spikes
for both groups (same color code). D) Quantification of the population spike frequencies for both groups (same color code). *p < 0.05 denotes
a significant difference between experimental groups.

tendency toward a lower coherence value for the A�-
injected group (0.25 ± 0.01) compared to the control
group (0.35 ± 0.03; p = 0.052, n = 15; Fig. 6B).

Aβ disrupts odor habituation and discrimination

Since proper communication between the OB and
the PCx is necessary for discrimination and olfactory
learning [28, 33, 64], we evaluated whether A� alters
the habituation/dishabituation performance. We also
evaluated if the implantation of electrodes in both
structures affected these functions (Fig. 7). Con-
trol animals (injected with F12 medium) exhibited
reduced exploration time after repeated presenta-
tions of the same odor (p < 0.05, n = 10; Fig. 7A),
which indicates odor habituation [38]. In contrast,
animals injected with A� did not exhibit a sig-
nificant reduction in the exploration time between
the first and last odor presentation in each block
(p > 0.1, n = 10; Fig. 7A), which indicates that these
animals are not capable of olfactory habituation
[38]. We assessed odor discrimination by evaluating
odor cross-habituation (i.e., difference between the

explorations of a habituated odor and a newly pre-
sented odor) through the cross-habituation index [33].
Thus, the increased investigation time (higher cross-
habituation index) reflects discrimination between
odors, whereas lower investigation times (small
cross-habituation index) reflect generalization or a
failure to discriminate [33]. We found that control
animals (injected with F12 medium) significantly
increased the exploration time of a newly presented
odor (p < 0.05; n = 10; Fig. 7A) and exhibited a high
cross-habituation index (0.93 ± 0.02, Fig. 7B). In
contrast, A�-injected animals did not show a change
in the investigation time of the new odor (Fig. 7A) and
exhibited a small cross-habituation index (0.11 ± 0.3,
p = 0.001, n = 10; Fig. 7B), indicating that they are not
capable of odor discrimination. These results suggest
that the animals treated with A� present deficien-
cies in odor habituation and olfactory discrimination
[33]. An identical scenario was observed in implanted
animals (n = 11; Fig. 7C, D), demonstrating that the
damage produced by electrodes introduced in the
OB and PCx do not interfere with the described
phenomena.
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Fig. 4. Lack of effect of A� treatment on 4-AP-induced hyper-
excitability in the OB. Representative traces of OB local field
potential under basal conditions (upper traces) and in the presence
of 4-AP 100 �M (lower traces) in OB-PCx slices obtained from
control animals (injected with F12 medium; left traces) and A�-
injected animals (right traces). The quantification of normalized
power, measured as % of basal activity (set as 100%), during 4-
AP-induced hyperexcitability for both experimental groups is also
shown. “ns” (p = 0.1) denotes the absence of a significant difference
between experimental groups.

DISCUSSION

In the present study, we show that intracere-
bral administration of an A� oligomerized solution,
containing oligomers, monomers and protofibrils
(Fig. 1C; inset) [39, 48] disrupts odor habituation and
discrimination while reducing both OB and PCx net-
work activity, as well as their coherence (Fig. 8). We
also found that after A� treatment the PCx exhib-
ited an exacerbated 4-AP-induced excitation, while
the OB tended to be less excitable. Our results indi-
cate that A�-induced olfactory dysfunction involves
complex changes at different levels of the olfactory
pathway, including modifications in PCx excitabil-
ity and its coupling with the OB (Fig. 8). As we
have done before [50, 63], F12 medium injection was
used for control experiments. Despite that the injec-

tion of the reverse A� sequence would constitute a
more accurate test for A� specificity [39, 55], vehi-
cle application still allows to control for a variety of
experimental manipulations used in studies like ours
[49, 50, 63, 65].

Our finding that intracerebral A� administration
reduces odor habituation and discrimination coin-
cides with similar observations in AD patients [43]
and AD transgenic animals that overproduce A� [29,
33–36], but goes a bit further to show that a two-
week-long increase in A� is enough to induce this
disruption in OB and PCX network activity (Fig. 8).
A similar timeline was observed for the olfactory dis-
ruption induced by intrabulbar A� application [37,
38] or by intraventricular A� application [49], which
correlates with signs of oxidative stress and neu-
rodegeneration in the OB and the hippocampus [49].
Studies in AD transgenic animals, which are a closer
proxy to the chronic and insidious nature of AD
neuropathology and of long-term A�-induced effects
[66–68], have shown that olfactory dysfunction coin-
cides with A� accumulation in the PCx [29, 33, 35,
36] and that this disruption can be reversed by reduc-
ing A� levels [28, 34–36]. Our data, and those just
described, strongly suggest that A� accumulation is
sufficient and necessary for the induction of olfac-
tory dysfunction in AD animal models and perhaps
in AD (Fig. 8). It is likely that these A�-induced
olfactory deficits are the consequence of a variety
of functional alterations, although cell-damage can-
not be discarded [49], that are going to be discussed
next. Before, is worth mentioning that A� injection
in vivo or its bath application in vitro did not affect
synaptic transmission from the OB to the PCx, which
is similar to the lack of effect of A� in basal synaptic
transmission in different circuits [63, 69–71].

The observation that A� induces a reduction in the
power of neural network activity in both the OB and
the PCx (Fig. 8), coincides with previous findings
that acute [37, 48, 55, 72, 73] and chronic [38, 63,
74] A� exposure reduces neural network activity, in
vitro and in vivo, in a variety of circuits including
the hippocampus [48, 55, 63, 72, 73], the entorhinal
cortex [75] and the prefrontal cortex [76]. Moreover,
we have previously shown that acute [37, 39] and
chronic [38] A� presence reduces network activity in
the OB. However, here we demonstrated for the first
time that this phenomenon is also present in the PCx
and might contribute to olfactory dysfunction (Fig. 8).
It is likely that this reduction in PCx network activity
involves changes in synaptic transmission [48, 55,
77–79] and in intrinsic neuronal properties [55, 66,
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Fig. 5. PCx and OB network activity is depressed by A� injection in vivo. A) Representative traces of spontaneous network activity in
the OB (left traces) and PCx (right traces) obtained from control (F12-injected; CTL; upper traces) and A�-injected (lower traces) freely
moving animals. B) Quantification of the power of OB activity in CTL (black) and A� (gray) animals in the following frequency bands: delta
(1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz). C) OB Relative power for the same frequency bands and experimental
groups (same color code). D) Same as B but for the PCx. E) Same as C but for the PCx. ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01 denotes a significant difference
between experimental groups. “ns” (p > 0.05) denotes the absence of a significant difference between experimental groups.

80–82] that need to be specifically characterized in
the PCx.

As observed for A� in the present study, simi-
lar alterations of PCx activity induced by APOE4
expression also correlate with olfactory dysfunc-
tion [83]. Thus, the PCx is likely a neural circuit
that is highly sensitive to pathological conditions
[83], including A� accumulation [84]. In fact, A�
application reduces antioxidant defenses in the PCx
[84], which could make it prone to dysfunction
and/or to oxidative stress and neurodegeneration [49].
Another mechanism that might contribute to A�-
induced PCx dysfunction is neuroinflammation [32,
85], since the hypometabolic activity in the PCx
observed in AD transgenic mice [44], and the asso-
ciated olfactory dysfunction [32], have been closely
related to gliosis. Neuroinflammatory conditions can

be induced directly by A� and can contribute to
the induction of neural network dysfunction [85].
Alternatively, A�-induced PCx depression could also
involve the activation of pathological intracellular
pathways leading to the recruitment of GSK3� [19,
38, 75, 86]. In fact, GSK3� is accumulated in the PCx
of AD transgenic mice that overproduce A� [19] and
is activated upon A� presence [38, 75, 86]. Moreover,
pharmacological and non-pharmacological GSK3�
inhibition can prevent the A�-induced depression of
neural network activity in a variety of neural circuits
[38, 75, 86], including the OB [38]. It is likely that
GSK3� contributes to AD pathology, including olfac-
tory loss. All these mechanisms, and others, need
to be evaluated to reveal the cellular and molecular
mechanism underlying A�-induced olfactory dys-
function.
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Fig. 6. A� reduces OB-PCx functional coupling. A) Coherence
between OB-PCx local field potentials (LFPs) as a function
of frequency obtained from control (F12-injected; CTL; black)
and A�-injected (gray) freely moving animals. B) Quantification
of the coherence between OB-PCx LFPs in the following fre-
quency bands: delta (1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz),
and gamma (36–55 Hz) for both experimental groups. ∗p < 0.05
denotes a significant difference between experimental groups. “ns”
(p > 0.05) denotes the absence of a significant difference between
experimental groups.

Olfactory dysfunction observed after A� microin-
jection also coincides with a reduction in PCx-OB
coherence (Fig. 8), that is similar to the alterations in
OB-PCx coherence [28, 33] and in OB-OB coherence
in AD transgenic mice that overproduce A� [87]. Pre-
vious reports have shown that PCx-OB coherence
is involved in olfactory processing [88] and that a
disruption of either of these structures impairs odor
perception [1–3]. Since we found that A� microin-
jection did not affect the transmission from the OB
through the PCx (via the LOT; Fig. 1), it is likely that
the reduction in PCx-OB coherence is due to alter-
ations in the centrifugal connection from the PCx to
the OB. Since disruptions in centrifugal innervation
to the OB affect olfactory discrimination [89] or odor-
reward association [90], it remains to be determined
whether A� affects centrifugal transmission into the
OB. This possibility is highly likely since A� affects
the long-range coupling between different brain cir-

cuits [76, 91], such as the hippocampal-prefrontal
cortex coupling [76] or the cortico-cortical connec-
tions [91].

We also found that after A� treatment the PCx
exhibited an exacerbated response to 4-AP, while
the OB tended to be less hyperexcitable. This find-
ing indicates that the PCx and the OB could be
differentially sensitive to the presence of A� and
even produce opposite effects in identical conditions,
as described for synaptic transmission in the hip-
pocampus and the prefrontal cortex [92, 93]. This
differential sensitivity between circuits of the olfac-
tory pathway has been previously described in AD
transgenic animals that overproduce A� [27, 28, 94],
where the PCx exhibits earlier and more abundant
A� accumulation than the OB [27, 31]. Moreover,
in 6–7-month-old Tg2576 mice, the increase in LFP
power induced by odor exposure is exacerbated in
the PCx and depressed in the OB [28], which is
similar to our findings. Moreover, gamma activity is
increased in the PCx of 6–7-month-old Tg2576 mice,
whereas these oscillations are normal in the OB [28].
This differential sensitivity between neural circuits
to the presence of A� is observed in the olfactory
pathway and in other forebrain circuits (i.e., hip-
pocampus and different cortical areas) [28, 92, 93].
The differential composition of neuronal types, their
connectivity, and their sensitivity to A� could likely
account for these differences in network excitabil-
ity after A� presence [28, 93]. Moreover, differences
in the interconnection with other circuits could also
influence the differential response of some neural net-
works to the differences in excitability induced by A�
[28, 76].

The fact that the PCx becomes more prone to
hyperexcitability in A�-injected animals coincides
with previous observations in transgenic AD animals
that overproduce A� exhibiting signs of hyperex-
citability [28, 95] and odor hyperresponsiveness
[25], which have been associated with alterations
in olfactory function [28, 95]. Moreover, the wors-
ening of 4AP-induced excitability produced by A�
injection is similar to the findings that some AD
transgenic animals that overproduce A� exhibit an
increased susceptibility to seizures [96, 97]. It is
likely that the PCx hyperexcitability and hyperre-
sponsiveness in the presence of A� might be due to
the high susceptibility of the PCx to seizures [20]
and alterations in intra-network inhibition caused
by damage to different inhibitory interneurons (i.e.,
somatostatin- and calretinin-positive interneurons)
within the PCx, already observed in AD transgenic
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Fig. 7. A� disrupts odor habituation and discrimination. A) Mean investigation time for the sequential and repetitive presentation of water
and two odors (acetic acid and vanilla) to control (F12-medium injected; CTL; black) and A�-injected (gray) animals. Odor habituation is
reflected as a reduction in the investigation time after repeated presentation of the same odor. Cross habituation is reflected as an increase
in the exploration time when a new odorant was presented. B) Cross-habituation index obtained by subtracting the normalized investigation
time of the last trial of an odor block to the normalized investigation time of the first trial of the next odor block, for both experimental
groups (same color code). C) Same as A, but for animals implanted with electrodes. D) Same as B, but for animals implanted with electrodes.
∗p < 0.05; ∗∗∗p < 0.001; ∗∗∗∗p < 0.0001 denotes a significant difference between the first and the last trial of an odor block. ###p < 0.001;
####p < 0.0001 denotes a significant difference between the last trial of one odor block and the first trial of the next odor block (indicated by
horizontal lines). “ns” (p > 0.05) denotes the absence of significant difference between the indicated exploration times.

animals that overproduce A� and in AD patients
[16, 24].

As we have previously described in the hippocam-
pus [51], the pro-epileptogenic effects of A� in the
PCx are associated with a reduction in the power of
spontaneous network activity and with a reduction in
its coupling with the OB. It is possible that both phe-
nomena have a common origin and are correlated.
In fact, the reduction in oscillatory network activ-
ity has been associated with increased pyramidal cell
activity [92, 96, 98–100] and with the inhibition of
GABAergic interneurons [65, 97, 101–106], which

are hallmarks of epileptic conditions [50, 107]. On
the other hand, although it could be counterintuitive
to associate a reduction in coupling with hyperexcita-
tion, modeling and electrophysiological experiments
have shown that weak coupling could lead neocortical
networks to a state that favors the induction of epilep-
tiform activity [108]. Thus, the A�-induced reduction
in network activity and coupling could determine
the pro-epileptic effects of A� [51, 106, 109]
and, altogether, contribute to olfactory dysfunction
when this complex phenomenon affects the OB-PCx
network.
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Fig. 8. A� disrupts OB and PCx activity and coupling, induc-
ing olfactory dysfunction. Scheme of the complex changes in the
olfactory network, including the olfactory bulb (OB) and piriform
cortex (PCx), leading to olfactory dysfunction. By recording OB
and PCx excitability and coherence, we found that olfactory dys-
function was related to a reduction of PCx and OB network activity
and coupling, which could contribute to hyposmia in Alzheimer’s
disease.
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[61] Honoré T, Davies SN, Drejer J, Fletcher EJ, Jacobsen P,
Lodge D, Nielsen FE (1988) Quinoxalinediones: Potent
competitive non-NMDA glutamate receptor antagonists.
Science 241, 701-703.

[62] Lee S-H, Govindaiah G, Cox CL (2010) Selective excita-
tory actions of DNQX and CNQX in rat thalamic neurons.
J Neurophysiol 103, 1728-1734.

[63] Salgado-Puga K, Rodrı́guez-Colorado J, Prado-Alcalá
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