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RESUMEN

El giro dentado (GD) es la principal puerta de entrada por la cual la informacion
sensorial proveniente de la corteza entorrinal, a través de la via perforante, ingresa
al hipocampo. El correcto procesamiento de esta informacion en el GD es
importante para la ejecucion de procesos cognitivos dependientes de hipocampo.
La dispersion de las células granulares (GCD, por sus siglas en inglés granular cell
dispersion) es una alteracion estructura del GD que se genera tras dafio excitotoxico
neuronal. Esta se caracteriza por un ensanchamiento de las capas granulares
debido a un posicionamiento ectépico de las células granulares. En humanos, la
GCD se presenta con frecuencia en pacientes con epilepsia de l6bulo temporal. En
ratones experimentales, la GCD se induce tras la administracion intrahipocampal de
acido kainico (AK) y el incremento gradual de la dispersion ocurre dentro del primer
mes tras la administracion del farmaco. Sin embargo, aun cuando el evento de GCD
esta bien caracterizado, se desconoce el impacto que tiene la presencia y severidad
de dicha alteracion en la comunicacion neuronal entre corteza entorrinal-GD, asi
como en los procesos cognitivos dependientes del hipocampo. Para abordar lo
anterior, en el presente trabajo inyectamos AK en el GD de ratones y evaluamos en
dos ventanas temporales, 10 y 30 dias post-inyeccion (dpi), el impacto de la
evolucion de la GCD en: 1) el establecimiento de la potenciacién a largo plazo (LTP)
en la via perforante (VP)-GD y 2) la conducta de aprendizaje y memoria de miedo
al contexto. Nuestros resultados muestran que, a 10 dpi, cuando la GCD comienza
a ser visible, la LTP, el aprendizaje y la memoria se encuentran alterados. No
obstante, a 30 dpi, cuando la GCD es muy evidente, la LTP, el aprendizaje y la
memoria estan reestablecidas. Estos hallazgos sugieren que la evolucién de una
alteracion morfolégica como la GCD no impide ni la plasticidad sinaptica en la VP-
GD, ni la expresion del aprendizaje y memoria de miedo al contexto. Asi entonces
este trabajo, se demuestra el potencial plastico del GD para recuperar su funcion a
lo largo del tiempo a pesar de la presencia de alteraciones estructurales como la
GCD.



ABSTRACT

The dentate gyrus (DG) is the gateway of sensory information arriving from the perforant
pathway (PP) to the hippocampus. The adequate integration of incoming information into
the DG is paramount in the execution of hippocampal-dependent cognitive functions. An
abnormal DG granule cell layer widening due to granule cell dispersion (GCD) has been
reported under hyperexcitation conditions in animal models as well as in patients with mesial
temporal lobe epilepsy. Strikingly, it is unclear whether the presence and severity of GCD
along time affect synaptic processing arising from the PP and alter the performance in
hippocampal-mediated behaviors. To evaluate the above, we injected excitotoxic kainic acid
(KA) unilaterally into the DG of mice and analyzed the evolution of GCD at 10- and 30-days
post-injection (dpi), while analyzing if KA-induced GCL widening affected in vivo long-term
potentiation (LTP) in the PP-DG pathway, as well as the performance in learning and
memory through contextual fear conditioning. Our results show that at 10 dpi, when a subtle
GCD was observed, LTP induction, as well as contextual fear memory, were impaired.
However, at 30 dpi when a pronounced increase in GCD was found, LTP induction and
contextual fear memory were already reestablished. These results highlight the plastic
potential of the DG to recover some of its functions despite a major structural alteration such
as abnormal granule cell layer widening due to GCD.



GRAPHICAL ABSTRACT
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GCD was induced by a KA focal administration in de upper blade of DG. After 10 days post-injection (dpi)
a subtle GCD was observed and LTP induction, as well as contextual fear learning and memory were

impaired. After 30 dpi a pronounced increase in GCD was found, and LTP induction and contextual fear

learning and memory were already reestablished.




1. ANTECEDENTES

1.1 Introduccién al giro dentado

El giro dentado (GD) es la estructura mas sobresaliente de la formacion hipocampal.
Este presenta caracteristicas morfologicas, celulares vy fisiolégicas Unicas en el
hipocampo, las cuales lo convierten en un blanco importante en el estudio de los
procesos mnésicos [1]. EI GD representa la principal puerta de entrada de la
informacion sensorial proveniente de corteza entorrinal que ingresa al hipocampo a
través de la via perforante. Las conexiones de sus células principales, las células
granulares, son unidireccionales y estas envian la informacién hacia CA3. A nivel
de circuito, el GD es una de las estructuras cerebrales mas silentes dado que las
células granulares presentan bajos niveles de actividad [2,3]. Sin embargo, cuando
las células granulares se activan, éstas logran trasmitir eficazmente, a través de las

fibras musgosas, la informacion hacia la regiéon CA3 del hipocampo [4].

La posicién anatémica del GD entre la corteza entorrinal y el hipocampo,
aunado a la baja actividad de sus neuronas principales ha llevado a establecer la
teoria de que el circuito del GD transforma las aferencias de la corteza entorrinal,
altamente activas y con multiple informacién sensorial, en un codigo de activacion
especifico [5]. El procesamiento de esta informacién en el GD es clave en procesos
fundamentales de la memoria dependiente de hipocampo como separacion y
completacion de patrones [5,6]. Alteraciones anatémicas y fisiolégicas que
incrementen la excitabilidad y alteren la estructura del GD pueden comprometer su
funcién y desencadenar dafios cognitivos y desordenes neurologicos [7]. A
continuacion, se describira brevemente la organizacion anatémica del GD, sus

principales componentes celulares y su conectividad.



1.2 Organizacién estructural del giro dentado

El GD esta compuesto por tres capas: la molecular, la granular y la polimorfica o
hilus (Fig.1). La capa molecular se encuentra ocupada principalmente por las
dendritas de las células granulares y algunos somas de interneuronas inhibitorias
locales. Asimismo, esta capa recibe axones de un nimero limitado de regiones, la
fuente principal proviene de la via perforante, los cuales inervan la zona externa y
media de la capa molecular [1]. Las fibras de asociacién y comisurales provenientes
del hilus ipsi y contralateral inervan la zona mas interna de la capa molecular,
mientras que los axones de las interneuronas (INT) locales del GD cubren toda la

capa molecular.

Debajo de la capa molecular se encuentra la capa granular, que esta
constituida principalmente por los somas de las células granulares y algunos somas,
axones y dendritas de interneuronas (INT) locales. En esta capa se identifican dos
zonas: 1) la granular donde se localizan los somas de células granulares maduras,
y 2) la sub-granular, una region muy fina donde se encuentran células progenitoras
y ocurre el nacimiento de nuevas neuronas en el cerebro adulto de muchos
mamiferos (Fig.1). Finalmente, el hilus, la tercera capa del GD, se ubica debajo de
la zona sub-granular y se extiende en el plano medio-lateral hasta el borde de las
dendritas de las neuronas piramidales de CA3. En el hilus residen los axones de las
células granulares llamados fibras musgosas, las células musgosas, y algunas INT
inhibitorias [8]. El GD se compone de diversos tipos celulares con propiedades
Gnicas e importantes para la funcién hipocampal. Para facilitar su descripcién a

continuacion se les dividird en neuronas excitatorias e inhibitorias.
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Figura 1. Organizacién del GD en el plano coronal del cerebro del roedor. A la izquierda se
observa un corte coronal del cerebro de ratén tefiido con violeta de cresilo. En el recuadro negro con
linea continua se muestra una amplificacion del GD donde se sefialan sus tres capas principales:
capa granular (CG), molecular (MOL) y polimérfica o hilus (HIL). Debajo de esta amplificacion se
encuentra una ilustracidon del GD con sus capas principales. En el recuadro con lineas no continuas
se observa una amplificacion de la estructura laminar del GD: en la capa subgranular (CSG) se lleva
a cabo el proceso de neurogénesis adulta (células en color naranja); en la capa granular (GC) se
encuentran principalmente los somas de las células granulares; en la capa molecular se observan
las dendritas de las células granulares, esta se divide en tres zonas: 1) molecular interna (Ml), 2)

molecular media (MM) y 3) molecular externa (ME). Figura recreada a partir de [9]

1.2.1 Neuronas excitatorias en el GD

Células granulares. Las células granulares son las neuronas principales

gue conforman al GD. Estas células son excitadoras y reciben aferencias
excitatorias mayoritariamente de la corteza entorrinal a través de la via perforante.
A su vez, las células granulares envian su eferencias a las neuronas piramidales de
CA3y alas INT que residen en el hilus [10]. Las células granulares tienen un soma
eliptico localizado en la capa granular y un arbol dendritico en forma de cono que
se extiende por toda la capa molecular [11]. Los somas de las células granulares se
encuentran en estrecha aposicion entre ellos, lo cual confiere la apariencia

compacta propia de la capa granular [1]. Esta compactacién puede perderse debido



a una alteracién conocida como dispersion de células granulares que se presenta
en condiciones patologicas de excitotoxicidad y en la cual se ahondara en el

presente trabajo [12,13].

Una caracteristica importante de las células granulares es que son neuronas
con baja tasa de actividad, lo que convierte al GD en una de las estructuras
cerebrales mas silentes. Estas células presentan una tasa promedio de disparos
baja durante tareas de exploracién (<0.5 Hz) [3]. Paralelamente, se ha reportado un
menor porcentaje de genes de expresion temprana dependientes de actividad (c-
Fos, Zif86 y Arc) en células granulares que en neuronas piramidales del hipocampo
(~ 2-5% vs 40%) tras exponer a roedores a tareas exploracion o navegacion
espacial [2,14,15]. Las células granulares son menos excitables que las neuronas
piramidales dado que poseen un potencial de reposo mas hiperpolarizado y una
mayor resistencia de membrana [16]. Ademas, estas células presentan una rapida
adaptacion en la frecuencia de sus disparos ante despolarizaciones sostenidas
[17,18,16]. Del mismo modo, su baja actividad se encuentra modulada por el fuerte
control inhibitorio que ejercen sobre ellas las INT GABAérgicas locales [7,19]. No
obstante, una vez activas, las células granulares tienen la capacidad de transmitir y
amplificar de manera efectiva la informacion proveniente de la CE a su principal
efector, las neuronas piramidales de CA3, gracias a los botones gigantes de las
fibras musgosas (ver abajo). La precision en la actividad de las células granulares
es clave para la ejecuciébn de funciones cognitivas como la codificacion y

discriminacion espacial [5,20].

Las células granulares tienen axones no mielinizados denominados fibras
musgosas (Fig. 2). Estas fibras juegan un papel primordial en el procesamiento de
la informacion de la via perforante y garantizan la trasferencia de esta a la region de
CA3. Las fibras musgosas contactan a sus blancos postsinapticos con tres
estructuras pre-sinapticas: 1) botones gigantes, 2) elongaciones filopoidales y 3)
terminales en passant. Los botones gigantes forman sinapsis excitatorias con las
células musgosas del hilus (7-12 por axén) y con neuronas piramidales en CA3 (11-

15 por axon) [19]. Una neurona piramidal en CA3 puede ser contactada por ~ 50
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botones gigantes originarios de diferentes axones [21]. Los botones gigantes
ademas de ser de gran tamafo, contienen multiples sitios de liberacion de
neurotransmisores y presentan facilitacion sinaptica. Estas caracteristicas son
Unicas en el cerebro de mamiferos y permiten a las células granulares actuar como
“‘detonadores” sobre sus blancos postsinapticos en CA3 durante periodos de alta
actividad [4]. El contacto sinaptico con los botones gigantes genera la formacion de
un complejo de espinas en las dendritas de las neuronas piramidales y células

musgosas llamado excresencias espinosas (Fig.2).

Por su parte, las elongaciones filopoidales que brotan de los botones gigantes
(2-4 elongaciones por botén) y las terminales en passant, contactan a INT
inhibitorias tanto en el hilus como en CA3 (~ 150 en el hilus y ~ 50 en CA3). La
activacion de estas INT inhibitorias puede a su vez inhibir a células granulares y
piramidales de CA3 [19]. La distribucion de estos contactos denota que cada fibra
musgosa puede crear un fuerte control inhibitorio sobre los ensambles neuronales
en CA3 y en el GD. Este control inhibitorio es importante para la precision de
memorias episodicas dependientes de hipocampo [20,22].

Las células musgosas. Las células musgosas son las segundas células
excitatorias del GD y residen en el hilus. Estas células tienen un cuerpo celular largo
en forma triangular y sus dendritas se esparcen principalmente sobre el hilus y
algunas sobre la capa molecular interna (Fig. 2) [23]. Las células musgosas reciben
aferencias de otras células musgosas, INT inhibitorias, neuronas del septum medial
y de la corteza entorrinal, asi como de células granulares [24]. Una caracteristica
sobresaliente de las dendritas proximales de las células musgosas es la presencia
de excresencias espinosas, resultado del contacto con botones gigantes de las
fibras musgosas [1]. Por su parte, el axdn de estas células crea contactos distantes
con células granulares ipsi y contralaterales formando una via comisural [25]. Cabe
mencionar que, las células musgosas localizadas en la parte temporal de GD
pueden contactar a células granulares distales en el eje dorsal ipsilateral [9]. A su
vez, las células musgosas crean sinapsis locales con INT inhibitorias en el hilus, de

manera tal que, mientras en regiones distales las células musgosas promueven la
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excitacion directa de células granulares, en regiones locales contribuyen a su

inhibicion indirecta [26].

El 6ptimo funcionamiento de la neurotransmision glutamatérgica es clave
para transmision de informacion desde la CE hacia el GD. Sin embargo, en el caso
de un evento de hiperexcitabilidad con el consecuente dafio excitotoxico en GD, las
células granulares son vulnerables de sufrir alteraciones como migracion ectopicay
formacién de conexiones recurrentes aberrantes. Se ha postulado que estas
alteraciones, como se vera mas adelante, podrian aumentar la severidad del dafio

excitotéxico y comprometer asi la funcion del GD y la comunicacion entre la CE-GD.

1.2.2 Interneuronas Inhibitorias en GD

Las interneuronas (INT) inhibitorias son elementos clave para el adecuado
funcionamiento de los circuitos cerebrales. En el GD existe una gran variedad de
INT inhibitorias con propiedades y distribuciones regionales especificas. Su
clasificacion constituye una tarea de gran dificultad debido que al analizar sus
propiedades no surgen clases bien definidas. A continuacién, se describirdn
brevemente algunas de las principales caracteristicas de estas INT con base en la

proyecciéon de su axon y la localizaciéon de su soma [27].

INT de canasta parvoalbumina positiva. En esta clasificacion se
encuentran las INT de canasta que contactan somas y dendritas proximales, y las
axo-axonicas que contactan al segmento inicial del axén (Fig. 2). El soma de estas
INT se localiza entre el borde de la capa granular y el hilus [28]. Su axdn se expande
y ramifica sobre la capa granular, lo que les permite contactar a multiples células
granulares [29]. Las dendritas se extienden ampliamente desde el hilus hasta la
capa molecular y reciben sinapsis de todas las aferencias del GD [30]. Dada la
localizacion de sus dendritas (hilus y capa molecular), estas INT ejercen un fuerte
control inhibitorio sobre las células granulares por mecanismos de feedback y

feedforward [31]. A su vez, al contactar regiones perisomaticas, modulan la
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respuesta de disparos de las células granulares. Por ejemplo, se ha observado que
la inhibicion optogenética de las INT parvoalbumina positivas en el GD incrementa
la tasa de disparo de las células granulares tras la estimulacion de la via perforante
in vitro. Lo anterior denota un papel importante de estas INT sobre el control de la
excitabilidad del GD.

INT somatostatina positivas. Estas INT se caracterizan porque su soma se
localiza en el hilus y se pueden distinguir dos tipos celulares: las INT asociadas a la
via perforante del hilus (HIPP, por sus siglas en inglés hilar perforant path) y las INT
del hilus (HIL) (Fig.2). Estas INT establecen sinapsis inhibitorias en las dendritas de
sus blancos. Las dendritas de las HIPP se distribuyen en el hilus y pocas veces
entran a la capa granular [27]. Su axon se bifurca transversalmente en la capa
granular, ramificAndose en la capa molecular externa donde forman el 75% de sus
contactos con células granulares [32]. Una porcidn pequefa de su axén permanece
en el hilus haciendo sinapsis con otras INT locales u otras HIPP. Por su parte, las
dendritas y el axén de las INT HIL se localizan casi por completo en el hilus, solo
una minima parte del axén entra a la capa granular. Estas reciben aferencias de
muchas células de musgosas e inhiben principalmente a otras INT en el hilus y a
células glutamatérgicas en el septum medial. A su vez, se ha observado que
algunas INT somatostatina positivas contactan al GD contralateral, lo cual podria
modular la actividad neuronal en ambos hemisferios. Ademas, cabe mencionar que
la inhibicién optogenética de estas INT disminuye la expresion de c-fos in vivo en el
GD indicando una funcién importante de estas INT en la plasticidad sinaptica del

circuito.

INT de la via comisural asociativa (por sus siglas en inglés, HICAP). El
soma de esta clase de INT se localiza entre el borde del hilus y la capa subgranular
y sus dendritas se extienden desde el hilus hasta la capa molecular (Fig. 2). Su axon
proyecta y se ramifica principalmente en la capa molecular interna (75.5%) y en la
capa granular (22.6%) y cubre casi por completo al GD en el eje dorso-ventral. Dada

su posicion cercana al hilus, las INT HIPP, HIL y HICAP reciben mucha inervacion
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de las fibras musgosas y en consecuencia ejercen inhibicion sobre las células

granulares por el mecanismo de feedback [29].

Interneuronas (INT) con cuerpo celular en la capa molecular. En esta
clasificacion se encuentran dos tipos de INT cuyo soma reside en la capa molecular:
1) las de la via perforante de la capa molecular (MOPP, por sus siglas en inglés
molecular layer perforant pathway) y las de la capa molecular externa (OML, por sus
siglas en inglés outer molecular layer) [28]. Las dendritas de las INT MOPP se
extienden por la capa molecular y forman sinapsis con los axones de la via
perforante y la via comisural. Los axones se localizan en la capa molecular externa
y forman contactos con células granulares e INT en esta region. Po su parte, las
dendritas y axones de las INT OML residen también en la capa molecular externa,
pero los axones atraviesan la fisura hipocampal y forman conexiones con el
subiculo. Dada la ausencia de dendritas en el hilus, las INT MOPP y OML ejercen

inhibicion sobre las células granulares por el mecanismo de feedforward [32].

En conjunto, el 6ptimo funcionamiento de la neurotransmision GABAérgica
es clave para mantener la silencia y el funcionamiento del GD. Durante el dafio
excitotoxico, las INT GABAérgicas son vulnerables a muerte. Aquellas que
sobreviven pueden sufrir multiples cambios en sus conexiones, su fisiologia y su
funcion. Por ello, las alteraciones en las propiedades de estas INT podrian contribuir

con la evolucion y severidad de la excitotoxicidad en un escenario de dafio.
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Figura 2. Componentes celulares del GD. Las lineas mas gruesas en cada tipo celular representan la
distribucién de su axén, mientras que las lineas delgadas reflejan la ubicacién sus dendritas. Las células
con soma rosa corresponden a INT GABAérgicas, con soma naranja a células musgosas y con soma azul
circular a células granulares. (1) INT OML cuyo soma, dendritas y axon residen principalmente en la capa
molecular externa; (2) INT de canasta PV positivas que realizan contactos en el soma o en el segmento
inicial del axén de las células granulares; (3) INT somatostatina (SOM) positiva HIPP que proyectan su
axén hacia la capa molecular externa; (4) células musgosas con soma triangular en el hilus, en las
dendritas se puede observar la presencia de excresencias espinosas; (5) INT de canasta PV positiva que
establece conexiones axo-axénicas con células granulares; (6) célula granular con soma en la capa
granular, los axones de estas forman las fibras musgosas que atraviesan el hilus donde pueden contactar
con botones gigantes a células de musgosas y con filopodios a INT GABAérgicas; (7) INT MOPP con soma
en la capa molecular media; (8) INT de la via comisural asociativa HICAP; (9) INT SOM positiva HIL; (10)
En CA3 se localizan las neuronas piramidales que son contactadas por las células granulares a través de
botones gigantes. Hilus (HIL); capa subgranular (CSG); capa granular (CG); molecular interna (Ml);
molecular medio (MM); molecular externa (ME).

1.3 Via perforante: circuito corteza entorrinal—giro dentado

La corteza entorrinal (CE) y el giro dentado (GD) son dos estructuras cerebrales

interconectadas cuya comunicacion es clave en la formacion de la memoria
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episédica dependiente de hipocampo [33]. La fuente principal de inervacion
glutamatérgica que ingresa al GD proviene de la CE [1]. Las eferencias
glutamatérgicas de la CE llegan al GD a través de la via perforante. Esta via se
forma por los axones de la CE, los cuales pasan por la circunvolucién angular,
atraviesan la capa de células piramidales del subiculo y la fisura hipocampal para
finalmente entrar al GD [34]. La CE se divide comunmente en medial (CE-M) y lateral
(CE-L). La CE-M se encuentra conectada corticalmente con areas como el pre-
subiculo y el para-subiculo, la corteza retrosplenial y la corteza post-perirrinal [35].
Estas regiones estan fuertemente involucradas en el procesamiento de la
informacion espacial y la navegacion [36—38]. Por su parte, la CE-L se conecta con
areas olfativas, insulares, orbitofrontales y la corteza perirrinal. Estas regiones estan
mas asociadas a la codificacion de los objetos en el contexto, la atencion y la
motivacion [39].

La CE medial y la lateral se encuentran organizadas en seis capas que se
caracterizan por una diversidad neuronal especifica. Las células de la capa Il y IlI
proyectan hacia la formacién hipocampal; especificamente, las células de la capa Il
inervan al GD y a CA3, mientras que las de la capa Ill proyectan hacia CA1l [35]. La
capa Il contacta al GD en los dos tercios externos de la capa molecular (Fig. 3). Los
axones de la CE medial provenientes de la capa Il desembocan en la parte media
de la capa molecular del GD y proveen a este de informacién espacial importante
para la navegacion [34,40]. Por su parte, los axones de la CE lateral llegan a la parte
mas externa de la capa molecular del GD y proveen a éste de informacion sobre las
caracteristicas de los objetos y su localizacion dentro de un contexto [34,40]. La
adecuada integracion de esta informacion por parte del GD es clave en la funcién
de la memoria episédica dependiente de hipocampo [41,42]. De manera
interesante, se ha reportado que, en cerebros de pacientes con Alzheimer, la capa
Il de la CE se encuentra particularmente alterada, con una disminucion de
aproximadamente 56% del niumero de células reportado en individuos control [43].
Esta alteracion se asocia con una disminucion en el contenido de glutamato en la

zona terminal de los axones de la via perforante, la capa molecular del GD, lo cual
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denota la estrecha comunicacidén entre estas estructuras y sugiere un correlato

anatomico de la alteracion de la memoria [44].

El flujo de informacion de la CE hacia el hipocampo se caracteriza por la
generacion de patrones de oscilacion gamma en CE y theta en el hipocampo
durante el aprendizaje [45,46]. Una vez procesada la informacion por el hipocampo,
esta se transmite a la capa V de la CE y otras regiones corticales como la corteza
prefrontal. Este flujo de informacién se asocia a la generacién de oscilaciones
rapidas (sharp-ripples por su denominacion en inglés) relacionadas con la
consolidacion de la memoria en areas corticales [47,48]. Finalmente, las neuronas
de la capa V de la CE pueden contactan a las neuronas en las capas Il y lll,
regresando asi al punto de inicio de la comunicacién CE- GD e hipocampo. De esta
manera, se crea un bucle de comunicacion entre dichas estructuras, importante para
los procesos mnémicos.

Ante el dafio por excitotoxicidad, tanto la CE, como el hipocampo son
altamente vulnerables de sufrir perdida neuronal. Este tipo de insulto podria alterar
las propiedades funcionales del circuito CE-hipocampo y comprometer asi aspectos

relacionados con la formacién de la memoria episddica (ver mas adelante).
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Figura 3. Circuito corteza entorrinal-hipocampo. (A) se observa la formacién hipocampal de rata

y su conectividad. EI GD recibe conexiones de la capa Il de la corteza entorrinal (CE, en lineas verde
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y azul). Las fibras musgosas (linea roja) envian la informacion a las células piramidales del CA3 e
INT del hilus. (B) Representacion esquematica de las proyecciones de la via perforante hacia el
hipocampo y las principales conexiones entre el GD, CA3, CA2, CAl y el subiculo (SUB). Figura
modificada de: [49,50]

1.3.1 La potenciacion de largo plazo (LTP)

Desde la descripcion de la amnesia anterograda generada en el paciente H.M
tras la extirpacion de ambos lobulos temporales en 1957, el hipocampo se convirtio
en un blanco importante para el estudio de la memoria [51]. Aproximadamente,
quince afios después, el conocimiento respecto a las bases neurofisioldgicas que
subyacen la funcién del hipocampo tuvo dos avances importantes: 1) el hallazgo del
fendémeno de potenciacion de largo plazo (LTP) por Tim Bliss y Terje Lemo en 1973
y 2) el descubrimiento de las células de lugar que codifican la posicion espacial de
un aminal por O’Keefe y Dostrovsky en 1971 [52,53]. Estos descubrimientos
motivaron a los estudios subsecuentes y actuales que tratan de comprender cémo
dichos mecanismos contribuyen en el almacenamiento de la informaciéon y en la

representacion espacial.

La LTP se refiere al aumento de la eficiencia sinaptica dependiente de
actividad. Tim Bliss y Terje Legmo observaron que tras la estimulaciéon de alta
frecuencia en la via perforante-GD (VP-GD) en conejos anestesiados se
incrementaba la eficiencia de la transmisién sinptica [52]. Este incremento podia
durar por periodos prolongados, horas o dias, por ello la denominacién de
“potenciacion de largo plazo”. La LTP se considera en un fenbmeno de plasticidad
Hebbiana ya que funcionan acorde al postulado de Donald Hebb que dice “cuando
la terminal de una célula A se encuentra lo suficientemente cerca para excitar a una
célula B y repetidamente forma parte de su activacion, un cambio metabdlico o
estructural tiene lugar en alguna de las dos células, de modo que la eficiencia de A
para activar a B incrementa [54]. Dicha plasticidad Hebbiana es ideal para la

formacion de ensambles neuronales a partir de circuitos reverberantes, lo cuales
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podrian funcionar como los sustratos sobre los cuales se construyen las rutas de la

memoria [54].

En términos de su expresion temporal se reconocen dos fases de la LTP: la
fase temprana y la tardia [55]. La fase temprana es evidente durante los primeros
minutos tras la estimulacion y se caracteriza por cambios que no requieren sintesis
de proteinas como la activacion de los receptores AMPA y NMDA por la unién del
glutamato liberado de la terminal presinaptica. Los receptores AMPA permiten la
entrada de iones sodio lo cual genera una ligera despolarizacion de la membrana
postsinaptica. Cuando dicha despolarizacion es suficiente, se libera el ion magnesio
gue obstruye al poro que conforma el receptor NMDA, permitiendo asi la entrada de
calcio. El incremento de calcio intracelular activa una serie de eventos que
aumentan la comunicaciéon neuronal [56]. Si las condiciones de induccién son
suficiente, la fase temprana evoluciona a la fase tardia. Esta se caracteriza
principalmente por la sintesis de proteinas y modificaciones estructurales que
producen un fortalecimiento estable de las sinapsis. Se ha demostrado que el
mantenimiento de la LTP es dependiente de sintesis de proteinas en periodos
mayores a una hora tras la induccion [55]. Estudios teoricos sugieren que la
expresion temporal de las fases de la LTP permite el almacenamiento duradero de

la informacién a través de los cambios plasticos en la funcion sinaptica [57].

La LTP presenta tres propiedades fundamentales: cooperatividad,
asociatividad y especificidad [58]. La cooperatividad se refiere al requerimiento de
la actividad simultanea de las fibras presinapticas para alcanzar el umbral necesario
que induce la potenciacién. La asociatividad se refiere a cuando la actividad de una
sinapsis fuerte que es capaz de expresar LTP, facilita la potenciacion de otra
sinapsis débil que no expresa LTP, siempre y cuando ambas coincidan en tiempo y
espacio. Finalmente, la especificidad refleja que solo aquellas fibras que fueron
estimuladas pueden ser potenciadas. Estas tres propiedades, aunado a su
persistencia en el tiempo, hacen que las LTP sea considerada como uno de los

mecanismos que subyacen el almacenamiento de la informacién [59]. Diversos
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estudios han generado evidencia solida sobre la relacion entre la LTP y la
consolidacion de la memoria, como: 1) son fendmenos que funcionan acorde al
postulado de Hebb, 2) ambos operan en ares cerebrales involucradas en memoria,
5) son fendmenos que requieren incremento intracelular de calcio y sintesis de
proteinas, 3) son eventos de duracion prolongada y presentan una fase temprana y
tardia, 4) ambos presentan un decaimiento similar en ciertas condiciones
(envejecimiento y exposicion a estrés cronico) y 5) ambos generan reorganizacion
sinptica [59-61]. En el presente trabajo se empled la tarea del condicionamiento
de miedo al contexto para evaluar el aprendizaje y memoria asociadas al
funcionamiento del circuito hipocampal [62,63]. En este sentido, estudios han
observado una relacion positiva entre la magnitud de la LTP en la VP-GD y la
adquisicién de dicha tarea [64]. Lo anterior denota una estrecha relacion entre la
plasticidad sinapticas de la VP-GD vy la funcionalidad hipocampal.

1.4 Implicaciones del giro dentado en la memoria

La formacion hipocampal es crucial para la funciébn de la memoria episédica -
espacial. Individuos con lesiones hipocampales son incapaces de codificar o
presentan deficiencia en la memoria episddica, particularmente en aquellas con
contenido espacial [65]. Dada su posicion anatdmica y conectividad, el GD tiene la
posibilidad de procesar la informacion espacial y no espacial proveniente de la
corteza entorrinal (CE). Se postula que esto le permite demarcar con caracteristicas
precisas la informacion de una experiencia en un contexto especifico [66]. En este
sentido, se ha reportado que el GD participa en la separacién y completacion de
patrones [6], en la deteccion de aspectos novedosos [67] y en la precision de la
memoria [22,66]. Esto sefiala al GD como un elemento importante para el adecuado

funcionamiento de la memoria episodica-espacial dependiente de hipocampal.

Dentro de este marco de ideas, se ha observado que el GD dorsal ejerce un

papel importante en la codificacién y evocacion de la memoria asociativa [68]. Este
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tipo de memoria crea asociaciones entre la informacion espacial y las pistas
sensoriales (visuales, auditivas, olfativas etc.) presentes en un contexto especifico
[69,70]. El procesamiento de informacion espacial en el GD se asocia a la activacion
de receptores NMDA mediada por su conexion con la via perforante medial
[71,72,73]. Esta via aporta informacion meétrica para crear una representacion
neuronal del espacio [69]. Por su parte, el procesamiento de objetos visuales se
relaciona con la activacion de receptores opioides mediada por su conexién con la
via perforante lateral [74]. Esta via provee informacion relacionada con las
caracteristicas de los objetos dentro de un espacio [40]. Por lo tanto, a través de
estas conexiones, se propone que el GD ejerce una funcién de codificacion
asociativa de objetos visuales e informacion espacial para crear una representacion
precisa y métrica del contexto [40]. La tarea de condicionamiento de miedo al
contexto ha sido empleada ampliamente para evaluar la memoria espacial
asociativa [75]. A continuacion, se describira brevemente la participacion de GD en

la formacion de este tipo de memoria.
1.4.1 Memoria del miedo al contexto

El condicionamiento de miedo al contexto es una tarea en donde los roedores
aprenden a asociar un estimulo sensorial negativo (ej. choque eléctrico) con un
contexto neutro especifico (ej. cAmara de condicionamiento) [62,63]. El estimulo
negativo se presenta a través de la generaciéon de un choque eléctrico en las patas
de los roedores cuando estos se introducen en un contexto particular, como una
camara de condicionamiento [76]. En la fase de condicionamiento o aprendizaje, el
roedor se introduce en la caja de condicionamiento y tras uno o0 varios ensayos en
los que se presenta el choque eléctrico, este presenta una respuesta conductual de
miedo caracterizada por inmovilidad o congelamiento. En la fase de memoria el
sujeto se introduce en la camara de condicionamiento donde previamente se les
presento el choque, pero en esta ocasion ningun choque es generado. La expresion
conductual de la memoria en el roedor se observa con un mayor porcentaje de

tiempo inmovil durante la sesion. El hipocampo y la amigdala basolateral se han
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sefialado como las regiones cerebrales mas importantes para la codificacion,
consolidacion y evocacion de las memorias del miedo al contexto [77].
Especificamente, el hipocampo tiene una relevancia clave en la codificacion del

elemento contextual condicionado al estimulo negativo [78,79].

A partir de estudios en roedores se ha reportado que el GD dorsal es
importante para establecer la asociacion entre el choque eléctrico y el contexto
condicionado [75]. La inhibicion optogenética y farmacolégica de las células
granulares en el GD dorsal durante la fase de adquisicion, altera el posterior
desempefio de los ratones durante la fase de evocacién [75,80,81]. Ademas, la
activacion optogenética de las células granulares que estuvieron activas durante la
adquisicion es suficiente para evocar la memoria de miedo al contexto, mientras que
su inhibicién altera la evocacion de la memoria [82]. De manera semejante, la
inhibicién de Arc y CREB en células granulares durante la fase de evocacion,
disminuye la expresion de la memoria de miedo al contexto [81,83]. A nivel neuronal
se tiene la hipotesis de que, durante la etapa de codificaciéon de la memoria, las
células granulares a través de la via de las fiboras musgosas reclutan un ensamble
anico en CA3 (via indirecta: via perforante (VP)—-GD—CA3) (Fig.4). A su vez, este
ensamble en CA3 se asocia con las conexiones de la via perforante para formar asi

una representacion solida de la informacién (via directa: VP—CAS3) [20,84].

Aunado a lo anterior, se ha reportado que la comunicacién entre via indirecta
VP—GD—CAS3 es importante en el mantenimiento y consolidacion de la memoria
de miedo al contexto [20]. El fortalecimiento sinaptico entre las fibras de la VP y las
células granulares que participan en la codificacion de la memoria se presenta
durante la primera semana tras el condicionamiento [84]. Durante este tiempo es
posible reactivar al engrama de memoria en GD por reexposicion al contexto
condicionado. Tras dos semanas del condicionamiento, el engrama de memoria en
GD se vuelve silente y las conexiones sinapticas entre la VP y las células granulares
que participan en la codificacion de la memoria disminuyen [84,85]. Esto se
relaciona en tiempo con la activacion y maduracién del engrama de memoria en

corteza prefrontal (Fig.4). Cabe destacar que, la inactivacion de las eferencias de
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las células granulares que participan en la codificacion de la memoria sobre CA3
durante el condicionamiento, alteran la subsecuente maduracion del engrama en
corteza prefrontal y la consolidacion tardia de la memoria [84]. En conjunto, estos
estudios sefialan al GD y su comunicacion con la VP y CA3, como elementos
importantes para la formacién, mantenimiento y consolidacién de la memoria de

miedo al contexto.
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Figura 4. El giro dentado y la memoria de miedo al contexto. A) Durante la codificacion de la
memoria, dia 1 (condicionamiento), se inicia un fortalecimiento sinaptico entre los axones de la via
perforante (morado) y las dendritas de las células granulares. La activacion de las células granulares
podria reclutar, a través de las fibras musgosas, un ensamble Unico de células en CA3 (via indirecta).
A su vez este ensamble se asocia con las conexiones de la via perforante directa (verde) para crear
asi una representacién solida de la informacién contextual. Debajo se observan los engramas de
memoria y los circuitos relacionados con la consolidacion de la memoria de miedo al contexto.
Durante la codificacién se forma los engramas del hipocampo, incluyendo el del GD, la amigdala y
el de la corteza prefrontal. B) Durante la evocacion temprana de la memoria, dia 2 tras la codificacion,
los engramas del hipocampo y la amigdala se encuentran activos, pero no asi el engrama de la
corteza prefrontal, el cual se encuentra silente e inmaduro, este madura y es funcional con el paso
del tiempo. C) Durante la evocacién de la memoria tardia, >12 dias tras condificaion, el engrama del
hipocampo ya no es reclutado durante la evocacion de la memoria dado que se encuentra silente.
No obstante, el engrama de memoria en corteza prefrontal y la amigdala se encuentran activos y

son reclutados. Figura recreada a partir de: [20,84]
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1.5 Dafo excitotoxico neuronal

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso. La
mayoria de las neuronas en el cerebro expresan uno o mas tipos de receptores a
glutamato, los cuales son clasificados en ionotropicos y metabotropicos [86]. La
transmision glutamatérgica juega un papel primordial en la mayoria de las funciones
cerebrales [87]. Sin embargo, la activacion sostenida de la transmision
glutamatérgica puede ocasionar dafio y muerte neuronal por excitotoxicidad [88]. En
humanos existe evidencia de que la excitotoxicidad contribuye en el proceso
neurodegenerativo de algunas patologias como la epilepsia, las enfermedades de
Alzheimer [89], Parkinson [90] y Huntington [91], asi como la esclerosis lateral
amiotrdfica [92]. Ademas, este tipo de dafio se puede presentar tras experimentar

accidentes cerebrovasculares y traumatismo craneoencefalico [93].

El mecanismo de excitotoxicidad involucra la entrada masiva y acumulacion
de sodio y calcio en el espacio intracelular [88]. Esto conlleva a la subsecuente
activacion de calpainas, generacion de especies reactivas de oxigeno y disfunciéon
mitocondrial, que en conjunto ocasionan muerte neuronal (ver Fig.5) [88]. Las
concentraciones elevadas y prolongadas de calcio activan a las calpainas, unas
proteasas de cisteina que degradan proteinas del citoesqueleto, receptores de
membranas y enzimas metabdlicas, lo cual ocasiona degeneracién dendritica y
muerte neuronal [94]. Asimismo, se genera un aumento exacerbado de especies
reactivas de oxigeno, como: el ion superoéxido, el peréxido de hidrogeno y el radical
hidroxilo. Estas pueden provocan dafios a la membrana mitocondrial y a la molécula

de ADN y en consecuencia inducir muerte neuronal por apoptosis [95].
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Figura 5. Mecanismos
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la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico (ER). En conjunto esto resulta en una entrada
masiva de calcio. Los niveles altos de calcio en el citoplasma pueden inducir la entrada del ion a la
mitocondria. Esto promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y una
disminucién en los niveles de ATP. A su vez, la activacion de proteasas como las calpainas y las

ROS pueden inducir degeneracion y muerte neuronal. Figura modificada de: [96]

La susceptibilidad al dafio por excitotoxicidad puede variar entre diferentes
tipos neuronales. La capacidad que tiene cada neurona para amortiguar y sacar
calcio del espacio intracelular influye en dicha susceptibilidad. Las neuronas de la
corteza entorrinal (CE) y del hipocampo son regiones altamente vulnerables al dafio
neuronal por excitotoxicidad. Este tipo de insulto podria modificar las propiedades
funcionales del circuito CE-hipocampo y comprometer asi aspectos relacionados
con la formacion de la memoria episédica. A continuacion, se describiran

brevemente las caracteristicas del dafio inducido por excitotoxicidad en el GD.

1.5.1 Dafio excitotéxico en el giro dentado

En el GD, el dafio por excitotoxicidad se caracteriza por una abundante perdida
celular en el hilus, particularmente de las INT GABAérgicas somatostatina positivas

y las células musgosas [97]. En cambio, las células principales del GD, las células
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granulares, son mas resistentes a la muerte por excitotoxicidad que las INT del hilus
y que las neuronas piramidales de CA3 y CA1 [98]. Su resistencia se ha asociado
a la alta expresion de las proteinas de union a calcio calbindina y a la proteina celular
Purkinje, las cuales permiten amortiguar eficientemente la entrada de calcio
[99,100]. Asimismo, la baja excitabilidad y el eficiente control inhibitorio local que
reciben las neuronas granulares, les confiere proteccién extra ante este tipo de
insulto [101]. Esto ha llevado a proponer la hipétesis de que el GD funciona como
un filtro o puerta que en estado normal podria prevenir o limitar la propagacion de
episodios de excitotoxicidad provenientes de la via perforante hacia el hipocampo
[7,102,103,104]. No obstante, el GD también sufre de alteraciones tras el dafio
excitotdéxico, como: pérdida de la arquitectura neuronal, disminucion en la eficacia
inhibitoria del circuito, incremento de conexiones excitatorias recurrentes y
reestructuracién sinaptica [105,106]. Se ha sefialado que dichas perturbaciones
podrian amplificar el insulto excitotoxico y comprometer la funcionalidad del GD [7].
Especificamente, el presente trabajo se enfocd en estudiar una alteracion
morfologica particular del GD conocida como: dispersion de células granulares, la
cual surge tras un dafio excitotoxico prolongado [107]. Esta alteracion se caracteriza
por una extension o ensanchamiento de la capa granular debido a la localizacion
ectdpica y el distanciamiento entre los somas de las células granulares [108]. A
continuacion, se ahondard mas sobre las caracteristicas principales de la dispersiéon

de las células granulares.

1.6 Dispersion de las células granulares en el giro dentado

La dispersion de las células granulares (GCD, por sus siglas en inglés granular
cell dispersion) es una alteracion estructural del GD descrita por primera vez por
Carolyn R. Houser en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal (ELT) refractaria
al tratamiento farmacoldgico [12]. Alrededor del 50 % de las muestras cerebrales de
pacientes con ELT que cursan con esclerosis hipocampal presentan GCD [109,110].

En un GD normal, la capa de células granulares se encuentra compacta y delimitada
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por el hilus y la capa molecular. En cambio, en el GD con GCD, la compactacion y
delimitacion de la capa granular se pierde y es posible observar somas de células
granulares tanto en el hilus como en la capa molecular [12]. Esto esta dado por la
migracion ectopica y el posicionamiento distante de los somas de las células
granulares a partir de la pérdida de la proteina reelina (Fig.6) [107,107,109,110]. Lo
anterior genera un incremento en el ancho de las capas granulares,
aproximadamente 4 veces mas que las capas de un GD sano (400um vs 120um)
[111]. La severidad y extension de la GCD a lo largo del eje dorso-ventral es muy
variable entre los pacientes [111,112]. Las causas exactas que ocasionan la GCD
no se conocen con claridad, pero se le ha asociado con el inicio temprano (< 4 afios)
de convulsiones febriles [113]. Asimismo, la GCD se ha observado en infantes que

presentan el sindrome de muerte infantil subita [114].

Control

Figura 6. Dispersion
granular celular (GCD) en
el GD de pacientes con
ELT. Las imagenes
muestran secciones del
hipocampo tefiidas con
violeta de cresilo. En la
imagen superior izquierda
se observa la seccion de

hipocampo control de un

individuo sano; barra de

escala: 500 um. Debajo de esta se observa una magnificacién que muestra una capa granular
compacta donde se puede distinguir la zona granular (G), la molecular (M) y el hilus (PM, polimérfica)
bien definidas; barra de escala: 100 um. En la imagen superior izquierda se muestra la seccion de
un hipocampo de un paciente epiléptico con esclerosis hipocampal y GCD. Los asteriscos denotan
la perdida celular en CA1, CA3y el hilus. La flecha sefiala el ancho de la capa granular. Debajo de
esta imagen, se muestra la capa granular con GCD donde los somas de las células estan dispersos

y se extienden tanto a la capa molecular (M), como al hilus (PM). Figura modificada de: [12]

Por otro lado, en modelos experimentales, la GCD se logra inducir tras la
administracion intrahipocampal (IHC) de acido kainico (AK) [106]. EI AK es un
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agonista de los receptores ionotropicos AMPA/kainato [115]. La activacion
sostenida de estos receptores por AK desencadena una serie de eventos celulares
que ocasionan degeneracion y muerte neuronal por excitotoxicidad (ver arriba)
[116]. Particularmente, la GCD es facilmente visible una semana en aquellos
ratones que presentan actividad epiléptica de duracion prolongada (=8h) tras la
inyeccion IHC de AK [100,117,108]. El desarrollo de la GCD continta incrementando
hasta alcanzar su maxima extension dentro del primer mes tras la administracion
IHC de AK [100,117]. Este desarrollo se caracteriza por un aumento en el ancho de
la capa granular debido al posicionamiento distante de los somas de las células
granulares (ver Fig.7). Como se mencioné anteriormente, el aumento de la GCD se
ha correlacionado negativamente con los niveles la proteina reelina tanto en
roedores como en pacientes con ELT [107,117]. Reelina es una glicoproteina de
matriz extracelular que regula la correcta migracién y posicionamiento de las
células, modulando la laminacion del GD [118]. Esta proteina es secretada por las
células Cajal Retzius y las INT GABAEérgicas en el hilus, las cuales son altamente
vulnerables a muerte por excitotoxicidad [119]. La disminucion de la proteina reelina
tras la muerte de estas células compromete la laminacion del GD, generando la
GCD. Sin embargo, las implicaciones de la presencia y severidad de la GCD en la

funcionalidad del GD y la memaoria hipocampal no se conocen con exactitud.

GoMB T R A
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Control 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 7. Desarrollo temporal de la dispersion granular celular tras la inyeccion de acido
kainico intrahipocampal. La primera imagen a la izquierda muestra la tincién de Nissl del GD de
un sujeto intacto sin lesion excitotéxica. En A, B, C y D se observa la evolucion de la dispersion
granular celular a los 3,7,14 y 21 dias respectivamente. El ancho de la capa granular incrementa y
el espacio del hilus disminuye con el paso de los dias tras la lesion. La pérdida celular en el hilus es

evidente desde el dia 3. Figura modificada de: [120]
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Algunos estudios sugieren que la alteracion estructural ocasionada por la GCD
genera una reestructuracion sinaptica que promueve el incremento de excitabilidad
en el GD [102]. Las células granulares que residen en zonas con GCD pueden sufrir
alteraciones morfolégicas como incremento en el numero de dendritas basales
[108], espinas dendriticas [121] y rebrote de fibras musgosas, lo cual podria
promover el incremento de conexiones recurrentes excitatorias entre células
granulares, y aumentar asi la excitabilidad del circuito GD [103]. Asimismo, las
conexiones entre la via perforante medial y las células granulares del GD sufren
modificaciones. Estas incrementan en numero y tamafio debido al aumento en las
descargas excitatorias de las aferencias provenientes de la CE medial (ver Fig.8)
[122]. Por lo anterior, la GCD podria ser considerada como una alteracion que
favorece la hiperexcitabilidad del circuito. No obstante, otros estudios postulan un
escenario diferente respecto a la GCD. En ellos se sefiala a este fendbmeno como
un cambio estructural homeostatico que contribuye a regular la excitabilidad del
circuito tras dafio excitotoxico [123,124,125]. Resultados de registros
electrofisiolégicos obtenidos con la técnica de patch-clamp, indican que las células
granulares que sobreviven en las zonas con GCD disminuyen su excitabilidad
intrinseca tanto en pacientes con ELT como en ratones tras la administracion IHC
de AK [123,125,126]. Estas células presentan una menor disminucion en la
resistencia de entrada y un aumento en la reobase en comparacion con las células
granulares en zonas sin GCD. La disminucion en su excitabilidad se ha asociado
con un incremento en las corrientes de fuga mediadas por canales rectificadores de
potasio [123,125,126,127]. Cabe mencionar que, en humanos, la reduccién en la
excitabilidad intrinseca de las células granulares es mayor en especimenes con
GCD severa que en especimenes con GCD moderada y débil [125,127]. Con base
en estas evidencias, se ha propuesto que la menor excitabilidad intrinseca de las
células granulares en zonas con GCD podria surgir como un cambio compensatorio
ante la alta excitabilidad del circuito. Sin embargo, se desconoce con claridad como
este cambio podria impactar en la funcionalidad del GD tras el insulto excitotoxico.
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Considerando la importancia del funcionamiento del GD tanto en la integracion
de las aferencias de la CE como en los procesos cognitivos asociados al hipocampo,
resulta interesante evaluar como podria impactar el desarrollo de la GCD en la
comunicacién sinaptica en la via perforante (VP)-GD y la funcién cognitiva del
hipocampo (Fig.8).

A) Control B) Daio excitotéxico
Perdida fedida
] neuronal — ] neuronal
Y CA1 s
»

CA3 Perdida
MEC neuronaf_/
CA3 GCD

Procesos mnémicos \/ Procesos mnémicos ?

LTP en VP-GD +/ LTP en VP-GD ?

Figura 8. Modelo propuesto parala organizacion del circuito corteza entorrinal-hipocampo en
condiciones control y con dafio excitotéoxico con AK. (A) A la izquierda se ilustra al circuito en
un contexto sano (control). En esta situacion, las neuronas estrelladas de la corteza entorrinal medial
(CE-M) de la capa Il inervan a las células granulares del GD y a las neuronas piramidales en CA3 y
CA2. Las neuronas piramidales en la CE-M de la capa lll pueden contactar directamente a las
neuronas piramidales de CA1l. En la capa lll, las células piramidales activan a las interneuronas
GABAérgicas (pentdgono negro), las cuales ejercen un control inhibitorio sobre las neuronas
estrelladas de la capa ll. A su vez, las células piramidales de la capa 1l pueden excitar a las neuronas
estrelladas de la capa Il (linea naranja continua). (B) En condiciones de excitotoxicidad, el circuito se
reorganiza dada la abundante pérdida neuronal (lineas grises no continuas) y las alteraciones
estructurales como la GCD. Esta perdida neuronal genera que las conexiones entre la CE-M y las

regiones CA1-CA3 disminuyan. Por otro lado, en la capa lll, se presenta muerte de las interneuronas
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GABAérgicas (pentagono negro con lineas no continuas). Lo anterior disminuye la inhibicion de las
neuronas estrelladas de la capa IlI, lo cual incrementa su excitabilidad. Como resultado hay un
aumento en el nimero y tamafio de espinas dendriticas en las células granulares. Es probable que
estas alteraciones modifiquen la plasticidad sinéptica en la via perforante (VP)-GD vy las funciones
mnémicas del hipocampo. Figura recreada a partir de: [122]

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El giro dentado (GD) es un componente de la formacion hipocampal comun en todos
los mamiferos. Esta estructura representa la principal puerta de entrada al
hipocampo de la informacién sensorial proveniente de corteza entorrinal a través de
la via perforante (VP). El procesamiento de esta informacion en el GD es clave en
los procesos de aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo. La baja
excitabilidad del circuito del GD es una propiedad importante para el funcionamiento
optimo de dicha estructura. Insultos cerebrales que incrementen la excitabilidad del
circuito y generen alteraciones estructurales como la GCD pueden comprometer la
comunicacion neuronal entre VP-GD, asi como en el aprendizaje y la memoria
dependiente de hipocampo. Asi, el presente trabajo se enfocé a evaluar si la
plasticidad sinaptica en la VP-GD, asi como el aprendizaje y la memoria
dependiente de hipocampo sufrian alteraciones durante el desarrollo gradual de la
GCD.

2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Como impacta el incremento de la GCD a través del tiempo en la plasticidad
sinaptica en la via perforante-GD y en la conducta de aprendizaje y memoria
dependientes de hipocampo?
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2.2 HIPOTESIS

Si la evolucion en la GCD generada tras dafio excitotoxico afecta la integracion de
la informacion en el circuito hipocampal a lo largo del tiempo, entonces se observara
una alteracion gradual en la plasticidad sinptica en la via perforante-GD y en la
conducta de aprendizaje y memoria dependientes de hipocampo como producto del

compromiso estructural.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el impacto del incremento en la GCD sobre la plasticidad sindptica en la via
perforante-GD y la conducta cognitiva asociada al funcionamiento del hipocampo

tras la administracion focal de AK en el GD de ratones adultos.

3.2 Objetivos particulares

1. Inducir el desarrollo gradual de la dispersion granular tras la generacién de

un dafo excitotdxico focal en el GD de ratones adultos.

2. Analizar el aprendizaje y memoria de miedo al contexto tras 10 y 30 dias de
la induccioén del dafio.

3. Evaluar en ambas ventanas temporales la plasticidad sinaptica en la via PP-

GD a través de la induccién in vivo de la potenciacion a largo plazo.

4. Caracterizar el incremento gradual de GCD en ambas ventas temporales

mediante andlisis estereoldgico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sujetos

Todos los ratones en esta investigacion se manipularon bajo el codigo de ética para
el trabajo con animales de laboratorio aprobado por la CICUAL (protocolo No.077)
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se realizaron esfuerzos

por disminuir al maximo el malestar de los sujetos ante los protocolos requeridos.

En el presente trabajo se emplearon ratones adultos machos de 8 semanas
de edad de la cepa C57BL/6. Estos se alojaron en grupos de 4 a 5 animales por
caja en ciclo invertido de 12h luz/12h oscuridad. Los ciclos se cambiaban a las 7:00

y 19:00 horas de cada dia. El alimento y el agua se les proporcion6 ad libitum.

Para la evaluacion conductual y andlisis histolégicos los sujetos fueron
divididos de manera aleatoria en cinco grupos: 1) intacto, 2) 10 dias post- cirugia
sham (10 dsh), 3) 30 dias post-cirugia sham (30 dsh), 4) 10 dias post-inyeccion (10
dpi), 5) 30 dias post-inyeccion (30 dpi). Para los registros electrofisiolégicos, se
utilizaron animales independientes no expuestos a tareas conductuales con el fin de

evitar que la conducta pudiera influir sobre la evaluacién de la plasticidad sinaptica.

4.2 Disefio experimental

En el dia O del experimento, los ratones fueron sometidos a cirugia estereotaxica
para llevar a cabo la administracion intrahipocampal de AK o para realizar los
procedimientos de una inyeccion sham. Tres dias previos a las pruebas
conductuales, los sujetos fueron manipulados por el investigador y habituados al
cuarto de conducta. En el dia 8 0 28, se llevo a cabo la prueba de campo abierto. Al
dia siguiente, se realiz6 el condicionamiento de miedo al contexto y 24h después de
evalu6é la memoria. Al término de la evaluacion conductual, los animales se

sacrificaron y se obtuvo el tejido cerebral para realizar analisis histologicos. Se
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empled6 un grupo de ratones independientes no expuestos a pruebas conductuales

para el analisis de los registros electrofisioldgicos (ver Fig.9).

|_._e__5_i_(§l_|1 Manipulacion CA CMC MMC

|||||||||||||||||||||||||||||||||||

] b T 8 10
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Ratones no expuestos a pruebas conductuales - LTP

Figura.9. Linea de tiempo experimental. Se realiz6 la lesion con AK o una cirugia sham el dia cero.
Los dias 5, 6 y 7 se habitto a los ratones al experimentador y al cuarto de conducta. En el dia 8 o
28 se llevé a cabo la tarea de campo abierto (CA) para evaluar la locomocién y ansiedad. Durante
los dias 9 0 29 los sujetos se sometieron a la fase de condicionamiento de miedo al contexto (CMC).
Finalmente, el dia 10 o 30 se evalu6 la memoria de miedo al contexto (MMC) y al término los animales
se para el a sacrificaron para realizar analisis histolégico del hipocampo. Para realizar el estudio

electrofisiolégico, se emple6 a ratones independientes sin manipulacién conductual.

4.3 Lesion excitotoxica en el giro dentado e induccién de la

dispersion de las células granulares

Para inducir la dispersion de las células granulares (GCD), se realizé un dafio
excitotoxico focal en el GD mediante la administracion de &cido kainico (AK). La
administracion de AK se realizé utilizando un aparato estereotéaxico (Stoelting, Wood
Dale, IL) en ratones anestesiados con isofluorano al 2% en una mezcla de 95% O2
y 5% CO2. A un grupo de ratones se les infundié unilateralmente 0.15 pl/min de AK
(0.75mM; AK, Sigma Aldrich) en la capa suprapiramidal del GD siguiendo las
siguientes coordenadas: a partir de Bregma: anteroposterior (AP) -2mm,
mediolateral (ML) -1.3mm y dorsoventral (DV) -2mm (Paxinos y Watson, 1982). Para
la infusion de AK, se utiliz6 una jeringa Hamilton de 10pl controlada por un inyector

automatico (Quintessential Stereotaxic Injector, Stoelting Co., Wood Dale, IL, EU).
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La posicion del inyector se mantuvo en las coordenadas blanco durante 2 minutos
posteriores a la infusion para permitir la difusion del AK. Al término, el inyector se
elevo lentamente para retirar la aguja del tejido cerebral. Posteriormente, la piel se
suturd y se interrumpid la anestesia. Se coloco tépicamente un anestésico local
(lidocaina 4%) sobre la cabeza para evitar dolor. Para el grupo sham, se realizé la
cirugia estereotaxica bajo el mismo procedimiento, pero no se administré ninguna

solucioén.

Tras la recuperacion de la anestesia, se monitore6 la conducta de los
animales durante 3-4 horas. En este intervalo de tiempo, la mayoria de los animales
que recibieron AK presentaron conductas asociadas a crisis epilépticas. Esta
conducta se caracterizd por movimientos rotativos, saltos repetitivos con las patas
traseras e inmovilidad [128]. Los sujetos sometidos a cirugia sham no presentaron
dichas conductas. La temperatura de los animales se mantuvo con una cama
térmica durante todo el procedimiento. Al término del procedimiento, los animales
regresaron a sus respectivas cajas habitacién y ahi se mantuvieron por el resto del

tiempo.

4.3.1 Preparacion del acido kainico: El AK (K0250; Sigma-Aldrich, Chemie, St.
Louis, MO) se disolvio en 50 pl de NaOH 1N y se afor6é a 1 ml con buffer de fosfatos
10mM para obtener una solucién final de 0.75 mM. Esta solucion se fij6é a un pH
final de entre 7.0-7.4 y se diluy6 1:10. Para visualizar el sitio donde se llevo a cabo
la difusion del AK, previo a la cirugia, se afadié un trazador fluorescente (red
Retrobeads, LumaFluor, Naples, FL) a la solucion stock (49 ul de AK + 1 ul del

trazador fluorescente).

4.4 Evaluacion conductual

Todos los ratones se evaluaron en su fase de obscuridad en una sala diferente al

de su alojamiento. La sala de conducta se ilumino con luz roja y se mantuvo en
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condiciones de temperatura y humedad similares a las de la sala de alojamiento.
Previo a la aplicacidon de los protocolos conductuales, se manipulé a los animales
durante 3 dias consecutivos para crear habituacion tanto al experimentador como a
la sala de conducta. Antes de iniciar cada sesion, los animales fueron habituados a
la sala durante 20-30 min. Ningun raton present6 signos de conducta asociada a
crisis epiléptica, como las descritas anteriormente, durante la las conductas

realizadas.
4.4.1 Aparatos

Arena de campo abierto. En la tarea de campo abierto se emple6 una arena
con paredes de acrilico blancas, con las siguientes medidas: 40 cm de ancho, 40
cm de largo y 25 cm de alto. Para facilitar el andlisis conductual, el piso de la arena
se dividié en 16 cuadros del mismo tamafio (10 X10 cm cada cuadro). Estos cuadros

se clasificaron en 4 centrales y 12 periféricos.

Céamara de condicionamiento: Para realizar la tarea de miedo al contexto
se utiliz6 una cémara de condicionamiento de acrilico transparente con las
siguientes dimensiones: 25 cm de largo X 25 cm de ancho X 20 cm de alto (San
Diego instruments). Esta camara contiene un piso removible de 23 rodillos de acero
inoxidable a través de los cuales se transmite una corriente eléctrica de intensidad
y duracién variable. La camara esta disefiada para detectar movimiento mediante
una matriz (16 X 16) de rayos infrarrojos colocada a nivel del piso. La informacion
sobre la interrupcién de los rayos (movimiento) se registra y procesa a través del
software Freeze Monitor (Freeze Monitor, SD instruments). Todos los movimientos
fueron registrados por un observador y comparados con los resultados arrojados
por el software.

4.4.2 Protocolos conductuales

Analisis del desempefio locomotor y el comportamiento asociado con
ansiedad: Previo a la realizacion de la tarea de condicionamiento de miedo al

contexto, los ratones se sometieron a la tarea de campo abierto para analizar sus
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niveles de ansiedad y su desempefio locomotor. En el dia 8 o 28 post cirugia, cada
ratdn se coloc6 en una esquina dentro de la arena de campo abierto y se le dejo
explorar libremente durante 5 minutos. Las sesiones conductuales fueron grabadas
mediante una cdmara de video casera para su analisis posterior. Para evaluar el
desempefio motor, se contabilizO manualmente el nUmero de cruces totales. Se
considero como cruce cuando el 70% de cuerpo del raton pasaba de un cuadro a
otro. Para analizar el comportamiento asociado con ansiedad se midi6 el tiempo que
el ratén pasé en los cuadros centrales y en los periféricos. Después de cada sesion
la arena se limpié con una solucion compuesta de extrdn (10%) y etanol al 96%

(10%) en agua bidestilada.

Evaluacion del aprendizaje y memoria de miedo al contexto: Esta prueba
se realiz6 en dos fases: 1) condicionamiento o adquisicion y 2) memoria. La fase de
condicionamiento se realizd previo al sacrificio en los dias 9 o 29 post cirugia.
Individualmente, cada raton se introdujo dentro de la camara de condicionamiento
y se le dej6é explorar durante 120s. Al finalizar este tiempo, los animales recibieron
un total de 4 choques eléctricos (0.5 mA, 2s de duracion) con intervalo inter-choques
de tiempo variable (60-180s). La figura 15A muestra el porcentaje de tiempo que
cada raton pas6 inmdévil durante cada ensayo (intervalo de tiempo entre cada

choque).

La fase de memoria de miedo al contexto se llevo a cabo 24h después del
condicionamiento en el dia 10 o 30 post cirugia. Durante esta fase, cada raton se
expuso nuevamente a la camara de condicionamiento, sin aplicar ningun choque
eléctrico. Se le dejo explorar durante 300 segundos y se contabilizé el porcentaje
de tiempo que paso inmovil durante la sesion. Después de cada sesion la camara
se limpi6é con una solucion compuesta de extran (10%) y etanol al 96% (10%) en

agua bidestilada.
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4.3 Registros electrofisioldgicos

Potenciacion de largo plazo (LTP) en la via perforante-giro dentado

Para este andlisis se utilizaron animales independientes, no expuestos a
manipulacion  conductual. Durante los procedimientos quirdrgicos y
electrofisiolégicos, los animales se anestesiaron con pentobarbital (50 mg/kg i.p.)
suministrando dosis suplementarias del mismo (25 mg/kg) a fin de mantener los
niveles quirdrgicos de anestesia. Las respuestas del GD se registraron de manera
unilateral por medio de un electrodo monopolar de acero inoxidable en el giro
dentado situado en las siguientes coordenadas estereotéaxicas: AP -2.0 mm a partir
de Bregma, ML 1.2 mm a patrtir de la linea mediay DV -1.8 mm de duramadre. Estas
respuestas fueron evocadas en forma unilateral por medio de un electrodo de
estimulaciéon (100um de didmetro) localizado en la via perforante en las
coordenadas estereotéaxicas: AP -0.2 mm a partir de lambda, ML -2.8mmy DV -1.5

mm a partir de la duramadre.

La estimulacién fue suministrada por un estimulador Grass S48. Las
respuestas evocadas se amplificaron por medio de un preamplificador Grass P5,
con un filtro de 1-10 Hz y digitalizadas para su almacenamiento y posterior analisis
en una computadora provista del software BrainWave (Datawave, Co.). Las
respuestas evocadas se midieron obteniendo la pendiente de la espiga poblacional,
asi como la pendiente de los potenciales excitatorios postsinapticos (PPE) de
campo. La intensidad del estimulo evocado corresponde al 50% de la amplitud
maxima de PPE. La linea base se establecioé durante 20 minutos, y posteriormente
se aplico estimulacion de alta frecuencia con la finalidad de inducir LTP. El protocolo
de estimulacion de alta frecuencia fue de 5 trenes compuestos de 10 rafagas (50ms,
400 Hz, 20 pulsos por burst) administrados cada 200 ms (2.3 s de duracién) con
intervalos inter tren de 15s. Las respuestas se continuaron registrando durante 2
horas a partir de la estimulacion de alta frecuencia. Se considero6 el establecimiento

de la LTP como un incremento promedio de la pendiente de los potenciales
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postsindpticos excitatorios mayor a 120%. La temperatura de los animales se

mantuvo con una cama de gel térmica durante todo el procedimiento.

4.4 Sacrificio y procesamiento del tejido

El sacrificio de los animales se realiz6 mediante una perfusion intracardiaca con
50ml de NaCl (0.9%) seguido de 50ml de paraformaldehido (PFA, 4% en PB 0.1M,
pH 7.4). Al término de la perfusion, el cerebro se extrajo y se almacend en PFA a
4°C por 24 h. Posteriormente, los cerebros se transfirieron en solucion de sacarosa
al 15% durante 48h, seguidas de solucion sacarosa al 30% por 48 horas adicionales.
Cada cerebro se cort6 en secciones coronales de 40 micras por medio de un
criostato (Microm HM550, Thermo Scientific, Waltham, MA, EU). Una de cada 3
secciones se colocé en laminillas previamente gelatinizadas (portaobjetos bafiados
en solucién de 1% de gelatina bovinay 0.01% de CrSO4) para llevar a cabo la tincion

de Nissl.

Tincion de Nissl: Esta tincion se fundamenta en la utilizacion del colorante
basico violeta de cresilo que tifie los cuerpos acidos de Nissl (cimulos de reticulo
endoplasmico rugoso). Los cuerpos de Nissl se localizan en el soma de las
neuronas y la primera porcién de las dendritas, o que permite evaluar la morfologia
de estructuras y regiones cerebrales. A través de esta tincidbn se analizaron las
alteraciones estructurales del GD generadas tras la administracion de AK,
especificamente la dispersion granular celular y la lesion focal en la capa

suprapiramidal provocada por la inyeccion.

La tincion se llevo a cabo en secciones cerebrales montadas en laminillas
gelatinizadas. El tejido se sumergié durante dos minutos en agua bidestilada para
hidratarlo y en seguida se someti6 a deshidratacion en 75%, 95% y 100% de etanol
por 2 min por concentracion. Posteriormente, se sumergid en violeta de cresilo por
3 min (0.1%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EU). En seguida, los cortes se lavaron
en agua bidestilada por 2 min y se les volvié a sumergir en las soluciones de etanol

antes mencionadas. Finalmente, los cortes se lavaron en Xilol por 2 min y se
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cubrieron con medio de montaje Permount (Fischer Scientific, NJ, EU) y un

cubreobjetos.

4.4.1 Medicién de la dispersion de células granulares y de la lesion

focal inducida por lainyeccion del AK

Con el objetivo de evaluar el desarrollo de la dispersion granular celular inducido
tras la administracion de AK, se midieron el grosor y el volumen de la capa granular

superior e inferior en cortes de cerebro tefiidas con tincion de Nissl.

Medicion del grosor de las capas granulares: Para evaluar el grosor de
las capas granulares, se selecciond la seccion cerebral con la mayor dispersion
granular celular en el DG dorsal. A partir de esta seccion, se analizaron 4 secciones
consecutivas reuniendo un total de 5 (cada seccion separada por 80 um) secciones
por cerebro. En cada seccion, se realizaron medidas del grosor (dorso-ventral) a lo
largo de toda la capa (eje medio-lateral), cada medicion estuvo separada por 100
um. Para medir el grosor en la zona de la lesiébn provocada por la inyeccién, las
mediciones se hicieron a un intervalo menor de 50 um debido a la pequefia longitud
de la regidén dafiada (Fig.10). Para el analisis estadistico, se calculd el promedio del

grosor de cada capa granular por seccidon como se report6 en estudios previos [129].
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Figura 10. Estimacion del grosor de las capas granulares. (A) Reconstruccion visual que ilustra
las principales caracteristicas del dafio en el GD en la seccién con maxima GCD (seccion 1): en azul
claro, la GCD en capa suprapiramidal, en azul fuerte la zona de lesién focal y en verde la GCD en la
infrapiramidal. En cada seccién, se realizaron medidas del grosor a lo largo de toda la capa (eje
medio-lateral), cada medicion estuvo separada por 100 um. Para medir el grosor en la zona de la
lesion, las mediciones se hicieron a un intervalo menor de 50 um debido a la pequefa longitud de la
region danada. (B) Para el andlisis estadistico, se calculé el promedio del ancho de cada capa

granular por seccion (total de 5 secciones por sujeto).

Andlisis volumétrico del giro dentado: El volumen del GD se calcul6 por
el método estereoldgico de Cavalieri como se reportd en estudios previos [130]. A
través de este analisis, se obtuvieron los volimenes de las capas granulares, la
zona de dafio focal y el volumen total de GD. Se analizaron 6 secciones por cerebro,
cada una separada por 80 um en el eje AP: -1.94 mm al -2.46. En cada corte de
cerebro, se delined el contorno de las capas granulares en las 6 secciones y se
estim6 el volumen automaticamente mediante el software Stereolnvestigator
(software Stereolnvestigator; MBF Biosciencie, Inc., Williston, VT). Se calcul6 el
promedio del volumen por grupo experimental. Para calcular el volumen de la zona

de lesién se utilizd el mismo método, pero se emplearon 5 secciones por sujeto.

4.5 Andlisis estadistico

Para el analisis de volumen (Fig.11 1), del nimero de cruces en el campo abierto
(Fig.15A) y del porcentaje de tiempo de inmovilidad en la fase de memoria de miedo
al contexto (Fig.16B), se emple6 una ANOVA de una via seguido de una prueba
post hoc de Bonferroni. Para analizar los cambios en el volumen del sitio de lesién
a 10 y 30dpi (Fig.11J) y el ancho del GD (Fig.11K), se emple6 una prueba de t-
student no pareada con correccién de Welch. Para el tiempo en la periferia y centro
en el campo abierto (Fig.15B) y el porcentaje de inmovilidad durante la fase de
condicionamiento (Fig.16A), se utilizO una ANOVA de dos vias seguido de una
prueba post hoc Bonferroni. Para los resultados electrofisioldgicos se utilizé una

ANOVA de medidas repetidas seguido de una prueba post hoc de Fisher. Los datos
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evaluados a través de ANOVA cumplieron con las pruebas de normalidad y
homogeneidad de varianzas. En todos los casos se considero una p< 0.05 como

estadisticamente significativa.

5. RESULTADOS

5.1 Alteraciones morfolégicas en el giro dentado tras la

administracion focal de AK.

Con el objetivo de inducir el desarrollo gradual de la dispersion de células granulares
(GCD), se gener6 un dafio focal en la capa suprapiramidal del GD a través de la
administracion de AK. Tomando en cuenta la temporalidad en el desarrollo de la
GCD previamente reportado [117], se eligio estudiar los cambios morfolégicos a: 10
dias post-inyeccién (10 dpi) cuando la GCD comienza a ser visible, y a 30 dpi
cuando esta ha alcanzado su maximo desarrollo. En efecto, tras la administracion
de AK observamos un incremento mayor de la GCD a 30 dpi que a 10 dpi (Fig.11
B, F, D, H). Cabe destacar que, la presencia de GCD fue mayor en la capa

infrapiramidal opuesta al dafio focal con AK (Fig. 11 B y F flechas negras).

La GCD se cuantificé a través de las mediciones del volumen (andlisis de
Cavalieri) y del ancho de las capas granulares del GD dorsal. Tanto el volumen
como el ancho de las capas granulares fue mayor a los 30 dpi que a los 10 dpi (Fig.
11 1y K). Elincremento en dichas mediciones fue mayor en la capa infrapiramidal
que en la capa suprapiramidal en ambas ventanas temporales (Fig. 11 | y K, flecha
negra en B y F). Finalmente, en sujetos sham, el volumen y el ancho de las capas
granulares fue similar al grupo intacto, sin cambios en el tiempo (10 dsh vs 30 dsh).
La tabla en la figura 11L muestra el promedio del volumen y el coeficiente de
Gunderson obtenido a través del analisis de Cavalieri. En conjunto, nuestros datos

indican que tras la inyeccion focal de AK, se observa un incremento gradual en la
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GCD a través del tiempo, siendo esta mayor en la capa infrapiramidal que en la

suprapiramidal.

Por otro lado, en ratones sham tras 10 dias de la cirugia (10 dsh) se observo
un dafio mecanico caracterizado por una ligera interrupcion en la capa
suprapiramidal, el cual no fue visible en sujetos tras 30 dsh (Fig.11 Ay E). En
ratones lesionados con AK, aunado a la GCD, se observé una zona de lesion focal
en la capa suprapiramidal. Esta se caracteriz6 por un adelgazamiento de la capa
debido a la abundante pérdida celular en dicha regién (Fig. 11 B y F, flechas
blancas). La zona de lesion se localizé cercana al sitio de inyeccion de AK, el cual
fue identificado por el trazador fluorescente (Fig. 11 C y G). Con el objetivo de
analizar el desarrollo de GCD en esta zona de lesion, se realizaron las mediciones
de su volumen y su grosor. A los 30 dpi, el volumen y el grosor fueron mayores que
a los 10 dpi debido al desarrollo de la GCD en las células sobrevivientes (Fig.11 Jy
K). Finalmente, en ratones lesionados con AK se encontré abundante perdida
celular en el hilus y las subregiones CA1 y CA3 del hipocampo ipsilateral al dafio
(Fig.11 B y F, circulo blanco). La pérdida celular es evidente desde los 10 dpi y se
mantiene presente aun a los 30 dpi. En la region CA1 del hipocampo, la perdida

celular fue constante, pero con severidad variable entre sujetos.

Con respecto al eje septo-temporal, la GCD se observé completamente en
ambas capas del GD en secciones septales cercanas al dafio focal (~ AP: -2.06
hasta -2.54 mm a partir de bregma. Fig.12 A). Sin embargo, en secciones mas
temporales, la GCD se observoé en la parte dorsal del GD, cercana a la cresta, pero
no en la region mas ventral (~ AP: -3.16 hasta -3.52 a partir de Bregma; ~ DV: -2.12
hasta -2.75 mm) (Fig.12 A y B). En resumen, tras la administracion de AK, se
encontraron tres alteraciones principales en el GD: 1) el desarrollo gradual de la
GCD, 2) una zona de lesion focal cercana al sitio de administracion de AK, y 3)

pérdida celular en el hilus y en la region CA1 y CA3 del hipocampo.
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Figura 11. Alteraciones morfolégicas en el giro dentado tras la administracién focal de AK.
Las imagenes a la izquierda muestran las secciones coronales representativas tras la tincion de Nissl|
de sujetos: (A) 10 dsh, (E) 30 dsh, (B) 10 dpi y (F) 30 dpi. (A) En el grupo 10 dsh, se present6 un
dafio mecéanico en la capa suprapiramidal del GD (cabeza de flecha blanca). Barra blanca indica la
escala: 300 um. (E) En el grupo 30 dsh, el dafio mecanico ya no resultaba evidente (cabeza de
flecha blanca). (B) A los 10 dpi, se observd una zona de lesién focal caracterizado por un
adelgazamiento de la capa suprapiramidal (flecha blanca). Fuera de este sitio, se observé el
desarrollo de la GCD, siendo mas evidente en la capa infrapiramidal (flecha negra). (F) A los 30 dpi,

ambas capas granulares presentan una evidente GCD. La flecha negra indica el pronunciado
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desarrollo de GCD en la capa infrapiramidal. El circulo blanco y el asterisco indican pérdida celular
en CAly en el hilus, respectivamente. (C y G) Marcador fluorescente que revela el sitio de inyeccion
alos 10y 30 dpi, respectivamente. En los recuadros blancos se observa la marca fluorescente que
corresponde a magnificaciones de 40X. (D-H) Modelo visual que reconstruye las principales
caracteristicas del dafio en el GD: en gris la GCD en la capa suprapiramidal, en azul la zona de
lesion focal y en verde la GCD en la infrapiramidal. (1) ElI volumen del GD con base en el analisis
Cavalieri (intacto n=3, 10 dsh n=5, 30 dsh n= 5, 10 dpi n=5, 30 dpi n=5; ANOVA de una via seguido
de una prueba post hoc Bonferroni, F (4, 54y = 131.4, p<0.0001). (J) Volumen en la zona de lesion
focal (10 dpi n=5; 30 dpi n=5; prueba t-test no pareada con correccion de Welch, F @4, 4 = 14.65,
p<0.0235). (K) El ancho en las capas granulares y en la zona de la lesion focal (10 dpi n=5; 30 dpi
n=5; prueba t-test no pareada con correccion de Welch; suprapiramidal F (23, 23) = 5.743, p<0.0001;
infrapiramidal, F (23, 23) = 5.894, p<0.0001; zona de la lesién focal, F (23, 23) = 3.374, p=0.0051). Las
columnas representan la media £ desviacion estandar (DE) de cada grupo; los puntos dentro de cada
columna en las graficas representan los valores individuales. (L) Tabla que muestra el promedio del
volumen y el coeficiente de Gundersen obtenidos por medio de Cavalieri de los grupos analizados
en I-J. Un coeficiente de Gundersen menor a 0.1 refleja un valor estadistico significativo del volumen
p * < 0.05; p**< 0.01; p***<0.001; p****<0.0001.
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A)

Septal Temporal

10 dpi Sham

30 dpi

Figura 12. Dispersion de células granulares a través del eje septo-temporal. Las imagenes
muestran secciones coronales representativas tratadas con tincion de Nissl. (A) Los sujetos sham
no presentaron GCD en el eje septo-temporal. Los sujetos lesionados con AK presentaron GCD en
el eje septal (~AP: -2.06 to -2.54 mm de bregma) y temporal (~ AP: -3.16 to -3.52 mm de bregma).
(B) En la zona mas temporal del GD, la GCD se presentd solo en la region de la cresta del GD, pero
no en la zona més ventral (~AP: -3.16 to -3.52 mm, and ~DV: -2.12 to -2.75 mm de bregma). Barra

de escala: 300 pm.
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6.2 Potenciacion a largo plazo en la via perforante-giro dentado in

Vivo

Con el objetivo de evaluar el impacto del desarrollo gradual de la GCD en la
plasticidad sinptica en la via perforante (VP) -GD, se analiz0 el establecimiento de
la LTP in vivo en dicha via. En la figura 13A se muestra un esquema general de la
estimulaciéon de alta frecuencia empleada, la cual fue capaz de generar LTP en la
VP-GD en ratones, in vivo. Las respuestas evocadas en el GD fueron medidas a
través de la obtencion de la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios
(PPEs) y de las espigas poblacionales de campo, como se ejemplifica en la figura
13B. La LTP se observé como un incremento porcentual (con respecto a la linea
base) en las pendientes de los PPEs y las espigas poblacionales, la cuales se

mantuvieron estables durante dos horas (Fig. 13y 14).

La expresion de la LTP se observd en los sujetos de los grupos control
(intacto, 10dsh y 30dsh) y en los lesionados con AK a 30 dpi, pero no asi a 10 dpi.
Con respecto a nuestros grupos control, en ratones intactos y 30 dsh, se observé
un incremento porcentual promedio de la PPEs similar tras la estimulacion de alta
frecuencia (Fig.13C. Intacto: 171.1+1.4; 30 dsh: 172.3+0.88, media + EEM de la
pendiente obtenida durante los Gltimos 20 min del registro). No obstante, en ratones
del grupo 10 dsh se present6 un incremento porcentual menor que los sujetos de
los grupos intacto y 30 dsh (Fig. 13C. 10 dsh:139.7+0.75 < intacto: 171.1+1.4, 30
dsh: 172.3+0.88, ANOVA de medidas repetidas seguido de un analisis post hoc
Fisher p< 0.0001). De este modo, en relacién con los grupos control, no lesionados
con AK, se puede resumir que todos generaron LTP en la VP-GD, pero esta fue de

menor magnitud en sujetos del grupo 10dsh.

En relacion con los sujetos lesionados con AK, a 10 dpi no fue posible inducir
LTP tras la estimulacion de alta frecuencia. Sin embargo, cabe resaltar que a 30 dpi
si fue posible generar LTP, con un incremento porcentual promedio del PPEs del

151+1.5. Este incremento fue significativamente menor que los grupos control
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intacto y 30 dsh (30 dpi: 151+1.5 < intacto:171+1.4 y 30 dsh: 172.3+0.88, ANOVA
de medidas repetidas seguido de un analisis post hoc Fisher, p< 0.0001). Ademas,
la LTP observada a 30 dpi tard0 mayor tiempo en alcanzar su meseta en
comparacion con la LTP de los otros grupos (intacto, 10dsh y 30dsh). De este modo,
en relacion con los sujetos lesionados con AK, se puede resumir que la
comunicacién sinaptica entre la VP y el GD se encuentra alterada tras 10 dpi, pero

esta mejora considerablemente tras 30 dpi.

Con respecto a la pendiente de la espiga poblacional se encontraron cambios
similares a los del PPEs mencionados arriba, pero estos fueron mas pronunciados
en todos los grupos (Fig.14). En los grupos control intacto y 30 dsh se obtuvo un
incremento porcentual similar (intacto: 273.1+ 1.1 y 30 dhs:277.77+ 0.84, p
=0.2283). El grupo 10 dsh tuvo un incremento menor respecto al intacto y 30 dsh
(10 dsh: 223.7+1< intacto: 273.1+ 1.1 y 30 dhs:277.77+ 0.84, p< 0.0001). En
relacion con los grupos lesionados con AK, a 10dpi no hubo incremento porcentual
respecto a la linea base, pero a 30 dpi se observé un incremento porcentual de
217.0 £ 0.4. Este incremento fue menor que en los grupos intacto y 30dsh (30dpi:
217.0 £ 0.4 < intacto: 273.1+ 1.1 y 30dhs:277.77+ 0.84, p < 0.0001). En conjunto,
estos resultados indican que la generaciéon de la LTP en la VP-GD se encuentra

comprometida en sujetos al0 dpi de AK, pero no a tras 30 dpi.
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Figura 13. Cambios en la PPEs tras la induccién del dafio con AK. (A) Representacion
esquematica del protocolo experimental para la induccién de LTP. La estimulacién con trenes de alta

frecuencia inicid tras 20 min de registro de linea base. La respuesta evocada fue registrada durante
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120 min. (B) Representacion de la respuesta obtenida durante la linea base (linea gris discontinua)
y tras la estimulacion con trenes de alta frecuencia (linea negra continua). En el trazo se muestran
los sitios donde se midi6 la pendiente de la PPEs y de la espiga poblacional. (C) Grafico de la
respuesta de la pendiente del PPEs durante el registro de linea base y tras la estimulacién (flecha
negra). Los nimeros dentro de cada sefial indican el porcentaje promedio £+ EEM de la pendiente
obtenida durante los ultimos 20 min del registro (incremento con respecto a la linea base). ANOVA
de medidas repetidas seguido de un analisis post hoc Fisher (10dsh< intacto y 30dsh, p< 0.0001 y

30dpi< intacto y 30dsh, p< 0.0001); intacto n=4; 10 dsh n=4; 30 dsh n=4; 10 dpi n=4; 30 dpi n=4.
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Figura 14. Cambios en la espiga poblacional. Grafico de la respuesta de la pendiente del PPEs
durante el registro de linea base y tras la estimulacion (flecha negra). Los nimeros dentro de cada
sefial indican el porcentaje promedio + EEM de la pendiente obtenida durante los Ultimos 20 min del
registro (incremento con respecto a la linea base). ANOVA de medidas repetidas seguido de un
analisis post hoc Fisher (10dsh< intacto y 30dsh, p< 0.0001 y 30dpi< intacto y 30dsh, p< 0.0001);

intacto n=4; 10 dsh n=4; 30 dsh n=4; 10 dpi n=4; 30 dpi n=4.
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6.3 Incremento en la actividad locomotora y el comportamiento

relacionado con ansiedad en ratones lesionados con AK

Con el objetivo de evaluar el desempefio locomotor y el comportamiento asociado
con ansiedad, los ratones fueron expuestos a la tarea de campo abierto. La actividad
locomotora se analizé al contabilizar el nimero de cruces de un cuadrante a otro
realizados por cada sujeto durante la sesion. Los animales lesionados con AK a 10
y 30 dpi presentaron un mayor numero de cruces que los sujetos control (intactos y
sham) (Fig.15A; (media = DE) 10 dpi: 195.5 + 19.87 y 30 dpi: 189.2 + 23.92 > intacto:
122.4 + 25.46, 10 dsh; 139.1 + 23.62, y 30 dsh: 137.3 £ 19.9, p< 0.0001).

Con respecto al comportamiento asociado con ansiedad, este se analizd
mediante la medicion del tiempo que los sujetos pasaban en el centro o periferia de
la arena. Los ratones lesionados con AK a 10 y 30 dpi pasaron mayor tiempo en la
periferia y menor tiempo en el centro en comparacion a los sujetos de grupos intacto
y sham (Fig.15B; ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc Bonferroni,
interaccion F @,76) =16.44, p< 0.0001). Estos resultados indican que los sujetos
lesionados con AK presentan una mayor locomocion y comportamiento asociado

con ansiedad que los sujetos control (intacto y sham) tanto a 10 como a 30 dpi.
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Figura.1l5. Incremento en la actividad locomotora y el comportamiento relacionado con
ansiedad en ratones a 10 y 30 dpi. (A) Numero de cruces realizados durante la evaluacion de
campo abierto. Los ratones lesionados a 10 y 30 dpi presentaron mayor nimero de cruces que los
sujetos intactos y sham (ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc Bonferroni, F @, 38) =
18.58, p< 0.0001). (B) Tiempo que los ratones pasaron en los cuadrantes centrales y periféricos. Los
ratones lesionados con AK a 10 y 30 dpi pasaron mayor tiempo en la periferia y menor tiempo en el
centro que los sujetos de grupos intactos y sham (ANOVA de dos vias seguido de una prueba post
hoc Bonferroni, interaccién F @7 = 16.44, p< 0.0001). (C) Trayectoria recorrida por un sujeto
representativo de cada grupo experimental durante los 5 min de la sesién. Las columnas representan
la media £ DE en cada grupo. Los puntos dentro de cada columna en las gréaficas representan los
valores individuales. p * < 0.05; p**< 0.01; p***<0.001; p****<0.0001. Intacto n= 8, 10 dsh n=9, 30
dsh n=8, 10 dpi n=9, 30 dpi n=9.
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6.4 El aprendizaje y la memoria del miedo al contexto se
reestablecen aun cuando continla el desarrollo de ladispersiéon de

las células granulares

Con el propésito de evaluar el impacto del incremento gradual de la GCD en el
aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo, se analizo el desempefio de los
sujetos en la tarea de miedo al contexto. Durante la fase de condicionamiento, todos
los ratones, con excepcion del grupo 10 dpi, aprendieron correctamente la tarea.
Este aprendizaje se vio reflejado por un incremento gradual en el porcentaje de
tiempo que los ratones pasaron inmoviles a medida que avanzaba la sesion de
condicionamiento (Fig.16A). Sin embargo, los ratones del grupo 10 dpi no mostraron
un incremento gradual en el porcentaje de tiempo de inmovilidad durante el ensayo,
lo cual refleja una alteracion en el aprendizaje (Fig.16A; ANOVA de dos vias seguido

de una prueba post hoc Bonferroni, F (a,192) = 43.07, p< 0.0001).

La fase de memoria fue analizada 24h después del condicionamiento. Los
ratones lesionados con AK a 10 dpi mostraron incapacidad para evocar la memoria.
Esto se vio reflejado al presentar un porcentaje de inmovilidad menor al que
presentaron los grupos control (Fig.16B; 10 dpi: 11.54% + 4.623 < intacto: 67.43%
+9.88, 10 dsh: 33.88% + 9.151, 30 dsh: 59.64% * 14.59). No obstante, a 30 dpi, se
observd un porcentaje de inmovilidad similar al que presentaron los grupos intacto
y 30 dsh (Fig.16B; 30 dpi 57.07% + 19.78 vs intacto 67.43% + 9.88 y 30 dsh 59.64%
+ 14.59, ns p> 0.9999). Estos resultados indican que, a 10 dpi, el desempefio
conductual de los ratones para aprender y en consecuencia evocar la memoria de
miedo al contexto se encuentra alterado, pero a 30 dpi dichos procesos se
desarrollan adecuadamente. Por otro lado, en la fase de memoria, el grupo 10 dsh
mostro un porcentaje de inmovilidad estadisticamente menor que el de los grupos
intacto, 30 dsh y 30 dpi (Fig.16B; 10 dsh 33.38% + 9.15 < intacto 67.43% + 9.88 y
30 dsh 59.64% + 14.59), lo cual refleja una alteracién para evocar la memoria. Esto

correlaciona con un menor incremento en la LTP y con el dafio mecanico observado
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en el andlisis histolégico a 10 dsh. No obstante, a 30 dsh, dichas alteraciones no

fueron evidentes.

Cabe mencionar que, todos los ratones incluidos en el andlisis mostraron
reactividad ante los choques recibidos en la fase de condicionamiento. Esta
reactividad se vio reflejada por vocalizaciones, saltos e incremento en la movilidad,
lo que descarta que las diferencias en movilidad estuvieran dadas por falta de

sensibilidad al estimulo.

Finalmente, se analizo la correlacion en el tiempo entre el desarrollo de la
GCD y la conducta. Para ello, se realizé un andlisis de correlacion entre el volumen
de las capas granulares (reflejo de la GCD) y el porcentaje de inmovilidad observado
durante la evocacion de la memoria. Dicho andlisis indicé una correlacion positiva
entre ambas variables (Fig.16C y D, correlacién de Spearman). Esto es, a los 10
dpi, cuando la GCD era moderada, el aprendizaje y la memoria se encontraban
alterados; en cambio, a los 30 dpi, cuando la GCD resulté mayor, dichos procesos
se desarrollaron adecuadamente. En conjunto, estos resultados indican que el
restablecimiento en la LTP en la via perforante-GD y en la conducta de aprendizaje
y la memoria dependiente de hipocampo ocurren independientemente de que

continde el incremento gradual de la GCD.
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Figura.16. El aprendizaje y la memoria del miedo al contexto se reestablecen aun cuando
contintia el desarrollo de la GCD. (A) Curva de aprendizaje durante la fase de condicionamiento.
Cada punto representa la media + DE del porcentaje de tiempo de inmovilidad por grupo tras cada
ensayo (los asteriscos indican la diferencia entre el grupo intacto y 10 dpi; ANOVA de dos vias
seguido de una prueba post hoc Bonferroni, F 4,192) = 43.07, p< 0.0001). (B) Evocacién de la
memoria. El grupo 10 dsh muestra menor porcentaje de inmovilidad que el grupo intacto, pero mayor
que el del grupo 10 dpi. A 30 dpi, los ratones presentan inmovilidad similar al grupo intacto y 30 dsh.
Cada columna representa la media £ DE cada grupo. Los puntos dentro de cada columna en las
graficas representan los valores individuales (intacto n=8, 10 dsh n=9, 30 dsh n=8, 10 dpi n=9, 30
dpi n=9). (C-D) Graficas que muestran una correlacion positiva entre el porcentaje de tiempo que
los sujetos pasan inmoviles y el volumen de su capa infrapiramidal (C, r=0.8167; intervalo de
confianza 95% (0.5552 a 0.9313); n=18) y suprapiramidal (D, r= 0.6594; intervalo de confianza 95%
(0.2644 a 0.8650); n=18). Los circulos azul claro corresponden a ratones 10 dpi (n=9) y los circulos
azul oscuro a 30 dpi (n=9). p * < 0.05; p**< 0.01; p***< 0.001.
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6. DISCUSION

Ante la presencia de dafio por excitotoxicidad, el GD es vulnerable de sufrir
alteraciones anatomicas que comprometen su funcién [130][7]. La dispersion de
células granulares (GCD) es una afectacion caracterizada por un ensanchamiento
de la capa granular debido a la migracion ectopica de las células granulares [12].
En el presente trabajo de investigacion estudiamos el impacto del incremento de la
GCD en la comunicacién sinaptica en la via perforante (VP)-GD y en una tarea de
aprendizaje y la memoria dependiente de hipocampo. Evidencia previa sugeria que
el desarreglo morfolégico producido por el AK podia derivar en: 1) una funcién
alterada debido al incremento en la excitabilidad del circuito, 2) una funcién no
alterada debido a la generacion de mecanismos de compensacion que le permitirian
al GD readaptarse funcionalmente. Los datos de este trabajo apoyan la segunda
alternativa, ya que nuestros resultados indican que la evolucion de la GCD no impide
nila LTP en la VP-GD, ni la expresion del aprendizaje y la memoria dependientes
de GD. A los 10 dpi, cuando la GCD aun no es completa, la LTP en la VP-GD, el
aprendizaje y la memoria se encuentran alterados, en cambio, a 30 dpi cuando la

GCD es mayor, estos mejoran.

6.1 Cambios morfoldgicos en el giro dentado tras la administracion
de &cido kainico.

Tras la administraciéon de AK, se observé un incremento gradual de la GCD a través
del tiempo. Dicho incremento coincide con lo reportado previamente por otros
estudios donde la dispersion comienza a ser evidente durante la primera semana y
alcanza su maximo desarrollo en la tercera semana tras el dafio con AK [106,117].
Esta ventana temporal permiti6 evaluar el impacto de la GCD en dos puntos
importantes de su desarrollo, a los 10 dpi cuando comienza a ser evidente y a los
30 dpi cuando se ha desarrollado completamente. El desarrollo de la GCD se asocia
con la pérdida de la proteina extracelular reelina [107].Esta proteina se relaciona

con procesos de migracion neuronal y la plasticidad sinaptica [131]. En el
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hipocampo, la concentracion de reelina correlaciona indirectamente con el
incremento de la GCD tanto en humanos con epilepsia como en ratones tras la
administracion intrahipocampal de AK [107,108,117]. Ademas, la inactivacion de la
proteina por la administracion de un anticuerpo neutralizante induce el desarrollo de
GCD en ratones [117]. En el hipocampo, las interneuronas GABAérgicas en el hilus
y las células de Cajal Retzius en la capa molecular externa del GD y en la fisura
hipocampal producen reelina [132,133]. Cabe destacar que, estas células son
altamente susceptibles al dafio por excitotoxicidad y su pérdida correlaciona con el
incremento de la GCD [119,134]. En particular, esto coincide con los hallazgos
histoldgicos del presente trabajo donde se observé una severa pérdida celular en el

hilus desde los 10 dpi, la cual se mantuvo hasta los 30 dpi.

Por otro lado, la lesion con AK que se muestra en este trabajo se caracterizé
por un dafio en la capa suprapiramidal debido a la administracion focal del agonista
en ese sitio. Este dafio se distinguid por un adelgazamiento en la capa
suprapiramidal debido a la abundante perdida celular en dicha region. Cabe
destacar que, a través del tiempo, observamos una disminucion en el
adelgazamiento de la zona dafiada. Esta disminucion se asocio a la dispersion de
las células granulares sobrevivientes cercanas al dafio. De modo similar, en trabajos
previos en nuestro laboratorio en rata se ha mostrado que, tras el dafio focal con
AK en la capa suprapiramidal, el area ausente de células en la zona de lesion
disminuye con el tiempo [130,135,136]. Esta disminucion también se asoci6 con el
desplazamiento o dispersion de las células proximas al dafio. No obstante, debe
sefalarse que, en dichos trabajos no se observo un proceso de GCD generalizado
en el GD como el generado en el presente trabajo. En ellos, la GCD se observa
puntualmente en el sitio circundante a la lesidn focal. Esto podria estar relacionado
con la baja dosis (subepileptogénica) de AK administrada, la cual no genera
conductas asociadas a epilepsia. Cabe resaltar que, la dispersion granular se
presenta de manera generalizada en todo el GD solo en aquellos ratones que
actividad epiléptica de larga duracién (< 8h) tras la administracion intrahipocampal
de AK [100].
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Finalmente, en relacién con nuestros resultados histoldgicos, se observd
abundante pérdida celular en el hilus y en la region CA3 y CA1 del hipocampo. Esta
pérdida celular se observa con frecuencia tras la induccién de dafio excitotoxico en
roedores y en pacientes con epilepsia de l6bulo temporal (ELT) [106,109]. Por lo
anterior, las alteraciones obtenidas en el presente trabajo reproducen la mayoria de
las alteraciones en el hipocampo reportadas en pacientes con ELT y tras la
induccion de excitotoxicidad en el roedor, especialmente la GCD, lo cual le convierte

en un modelo importante para el estudio de esta alteracion anatomica [12,106].

6.2 Cambios en la potenciacidon a largo plazo en la via perforante-

GD através del tiempo tras la induccion del dafio con AK.

Un hallazgo importante del presente estudio fue que el incremento en la severidad
de la GCD no impactd negativamente en el restablecimiento de la comunicacion
sindptica entre la via perforante (VP)-GD. Esto se vio reflejado en la posibilidad de
inducir potenciacion a largo plazo a 30 dpi, cuando la GCD fue mayor, en
comparacion con la imposibilidad de inducir LTP a 10 dpi, cuando la GCD fue menor.
Con relacion al restablecimiento de la LTP a 30 dpi, se ha reportado que hay un
incremento en la fuerza sinaptica entre la corteza entorrinal y el GD a lo largo del
tiempo tras la administracion de AK [122]. Este fortalecimiento se ve reflejado por
un aumento de nuevas sinapsis excitatorias (60%) en los segmentos de las
dendritas de células granulares que se encuentran en la capa molecular media,
lugar a donde llegan las fibras de la via perforante medial. A nivel estructural, los
botones presinapticos y las espinas postsinapticas son grandes y alargadas, tal
como ocurre con la morfologia de las estructuras sinapticas que presentan
plasticidad inducida por un protocolo de LTP [122]. En este sentido, se ha reportado
que las células granulares en regiones con alta dispersibn muestran una mayor
corriente postsinaptica excitatoria que las células de zonas no dispersas ante la

estimulacién extracelular de la via perforante medial [122,137].
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Otro posible mecanismo involucrado en la facilitacion para inducir LTP a 30
dpi, es el incremento en el ARNm del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) en las células granulares tras la induccion del dafio excitotéxico [100]. De
manera interesante, este incremento sucede gradualmente y a la par con el
desarrollo de la dispersion granular. EIl BDNF ha sido involucrado fuertemente en la
induccion y el mantenimiento de la LTP [138,139]. En el GD, la infusion de BDNF
produce una LTP de inicio lento, tal como la que se observo a 30 dpi en el presente
trabajo[139]. En conjunto, el fortalecimiento sinptico entre la VP-GD y el aumento
de BDNF en el GD a lo largo del tiempo podrian influir en la induccion y

mantenimiento de la LTP observada a 30 dpi.

Por otro lado, el balance excitacion/inhibicion es clave para el adecuado
funcionamiento de los circuitos cerebrales. Especificamente, el GD se caracteriza
por una baja tasa de actividad neuronal, la cual es relevante para llevar a cabo sus
funciones. Un aspecto importante del GD que contribuye a la baja tasa de actividad
neuronal es el fuerte control inhibitorio generado por las INT GABAérgicas locales.
En relacion con el dafio excitotdxico, estudios reportan una disminucion en la
eficacia inhibitoria GABAérgica en el GD durante la primera semana la
administracion intrahipocampal de AK [140]. Los niveles de GABA disminuyen
desde el primer dia tras la lesion y contindan bajos durante una semana [140].
Ademas, se reporta que el Ecasa (potencial de equilibrio) de las células granulares
cambia a un estado menos hiperpolarizado (-55 a -60mv) durante la primera semana
tras la induccion de dafio excitotoxico por pilocarpina [141]. La disminucion en la
eficacia inhibitoria del GD podria comprometer la funcionalidad del GD. De forma
interesante, se ha reportado que los niveles de GABA regresan a niveles fisiol6gicos
alrededor de la cuarta semana tras la administracion intrahipocampal de AK. De
manera similar, el Ecasa de las células granulares regresa a niveles control a la
cuarta semana de la induccién de la lesion excitotoxica con pilocarpina [140,141].
La restauraciéon de la eficacia inhibitoria en el GD es importante para el

establecimiento de un adecuado balance excitacion/inhibicion. Dado que el
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incremento en la eficacia inhibitoria ocurre alrededor de la cuarta semana, es posible
sugerir que ello contribuye al establecimiento de la LTP y la memoria observada a

30 dpi en nuestro trabajo.

Con respecto a la LTP obtenida a 30 dpi, se observd que ésta tuvo una
cinética de respuesta mas lenta para alcanzar su meseta y presenté un incremento
porcentual menor que los grupos intacto y 30 dsh. Es posible que los mecanismos
relacionados con la induccién de la fase temprana de la LTP estén alterados en
ratones a 30 dpi. Estos mecanismos en la VP-GD se relacionan con la activacion de
los receptores AMPA y NMDA [58,142]. En el modelo utilizado en este estudio se
ha reportado una disminucion en la densidad de receptores AMPA en las zonas con
GCD [137]. Lo anterior podria asi, retrasar la entrada de Ca?* necesaria para inducir
la respuesta rapida de la etapa temprana de la LTP. En consecuencia, otros
mecanismos como la activacibn de receptores metabotropicos podrian ser
responsables del incremento lento en la respuesta de la LTP [143]. Asimismo, es
posible que el inicio lento de la respuesta en la LTP, pudiera estar modulado por el
BDNF. En el GD, la infusion de BDNF produce una LTP de inicio lento, el cual es
independiente a la activacion de receptores NMDA [144]. Como se precis6
anteriormente, existe una correlacion positiva entre el incremento de ARNm de
BDNF en las células granulares y el incremento de la GCD a través del tiempo, lo
cual podria hacer factible que la respuesta de inicio lenta en la LTP esté modulada
por esta neurotrofina. [100]. Se requiere de futuros experimentos que indaguen
sobre lo anterior. Sin embargo, esto sugiere que la plasticidad sinaptica esta aun
comprometida a los 30 dpi, pero con una notable mejoria en relacién a lo que ocurre
10 dpi.

Por otro lado, en relacion con la LTP obtenida en el grupo 10 dsh, se observo
un incremento porcentual menor que la de los grupos control intacto y 30 dsh. Esto
podria estar asociado con la interrupcion de la capa granular observada por la
insercion de la canula durante la cirugia. Es probable que este dafio mecanico

ocasionara la activacion de calpainas, las cuales incrementan tras traumatismo
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cerebral [145]. Se ha reportado que los altos niveles de activacion de las calpainas
limitan la magnitud de la respuesta de la LTP y comprometen el desempefio de la
memoria [146]. Lo anterior coincide con la menor magnitud de la LTP y la
disminucién en el desempefio cognitivo del grupol0 dsh. De igual manera, en el
presente trabajo se contemplo6 que, este dafio mecénico estuvo presente en sujetos
lesionados con AK a 10 dpi. Sin embargo, mientras que los sujetos sham mostraron
un grado de afectacion en la LTP, en el aprendizaje y la memoria, en los sujetos a
10 dpi estos procesos no fueron posibles de evocar, lo que resalta la participacion
del dafio inducido por el AK.

6.3 El aprendizaje y la memoria del miedo al contexto mejoran a
través del desarrollo de GCD

Con respecto a nuestros resultados conductuales se observo que, a 10 dpi, los
animales presentaron alteraciones tanto en la conducta de aprendizaje como en la
memoria. No obstante, a 30 dpi cuando la GCD fue mayor, el aprendizaje y la
memoria se presentaron adecuadamente. Es posible que, a 10 dpi, el circuito del
GD se encuentre aun en un estado de inestabilidad e hiper excitabilidad, lo cual
impida la formacién de nuevas memorias. Este estado puede estar relacionado a:
un incremento en las aferencias de la CE [122], una baja eficiencia inhibitoria [140],
la formacion de conexiones excitatorias recurrentes y la astrogliosis [147].
Asimismo, se ha reportado pérdida de proyecciones de la corteza retrosplenial y los
cuerpos mamilares tras la inyeccion intrahipocampal de AK [148]. Las aferencias de
estas estructuras al hipocampo son importantes para el procesamiento de la
memoria contextual [149,150]. Sin embargo, a 30 dpi cuando la GCD es mayor, es
posible que el circuito haya compensado dichas alteraciones permitiendo el

restablecimiento de la funcion.

En relacion a lo anterior, diversos estudios han reportado que, en zonas con

alta dispersion, las células granulares sufren cambios hemostaticos que podrian
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contribuir a mantener las funciones del circuito tras dafio excitotoxico [123,125,127].
Estos cambios involucran la disminucion de la excitabilidad intrinseca de las células
granulares (menor resistencia de entrada y mayor reobase que células granulares
en zonas sin dispersién) [127]. Los autores de estos trabajos sugieren que, la
reduccion en la excitabilidad intrinseca celular podria contribuir a disminuir la hiper
excitabilidad en las zonas con GCD. En este sentido, cabe resaltar que, a través de
un analisis computacional se observé que dicho cambio homeostatico contribuye a
mantener las funciones cognitivas del GD tras dafio excitotéxico debido a que las
células granulares recuperan su propiedad silente o de baja actividad [151].

Por otro lado, los astrocitos podrian también contribuir a la inestabilidad
temprana y subsecuente compensacion del circuito tras dafio excitotoxico con AK
[152]. Los astrocitos participan, entre otras funciones, en la recaptura de glutamato
del espacio extracelular contribuyendo asi en la excitabilidad neuronal [153]. El
transportador de glutamato 1 (GLUT1) se expresa en astrocitos y contribuye de
forma importante en la recaptura de glutamato extracelular [154]. Cabe resaltar que,
la expresién de GLUTL1 en el hipocampo disminuye durante la primera semana tras
el dafio excitotdéxico con AK, cuando la GCD comienza a ser evidente [147]. La
disminucién de GLUT1 en el hipocampo puede incrementar la hiperexcitabilidad del
circuito e influir en las alteraciones en la LTP y la conducta observada en nuestra
investigacion a 10 dpi. No obstante, alrededor de la cuarta semana tras el insulto
excitotéxico, cuando la GCD es abundante, se observa una recuperacion en los
niveles de expresion del transportador GLUT1 [147]. Esto podria ayudar a disminuir
la hiper excitabilidad del circuito hipocampal y contribuir asi con las mejoras en la
LTP y la conducta observada en el presente trabajo a 30 dpi.

Finalmente, a través de la tarea de campo abierto observamos una mayor
locomocion y ansiedad en sujetos lesionados con KA a 10 y 30 dpi. Es posible
pensar que, el aumento en la locomocién y la ansiedad interfieran con la expresion
de la conducta de miedo (inmovilidad) durante el aprendizaje y memoria de miedo
al contexto. Sin embargo, cabe considerar que, cuando a pesar de que ambos
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grupos presentan niveles similares de locomocion y ansiedad, solo los sujetos a 10
dpi presentaron deficiencias en el aprendizaje y la memoria. En este sentido se
podria interpretar que la elevada locomocién y ansiedad no interfieren en los

resultados obtenidos.

7. CONCLUSION

El incremento gradual en la GCD en el tiempo no impide la comunicacion sinaptica
en la VP-GD, ni la expresion del aprendizaje y memoria de miedo al contexto. Sin
embargo, el desarrollo de la GCD si podria estar acompafiado con cambios
intrinsecos que contribuyen en la recuperacion de la hemostasis del circuito. Estos
hallazgos destacan el potencial plastico del GD para recuperar su funcion a lo largo

del tiempo a pesar de la presencia de alteraciones estructurales como la GCD.
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