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RESUMEN

La enfermedad del Alzheimer (EA) es la patologia neurodegenerativa mas comun
en la poblacion adulta. Se ha reportado que las formas solubles de la proteina beta
amiloide (AB), que se asocian a esta enfermedad y que se presentan mucho antes
de las placas seniles, afectan diversas funciones neuronales implicadas en
procesos cognoscitivos y, de esta manera, parecen ser las responsables de los
sintomas tempranos de la EA. Sin embargo, actualmente se desconocen los
mecanismos a través de los cuales la AB altera la funcionalidad de los circuitos
neuronales relevantes para los procesos cognoscitivos. Uno de los muchos
receptores que puede activar la AB son las integrinas. La interaccion integrinas-Af
puede desencadenar la activacion de diversas proteinas cinasas, como FAK, Fyn 'y
la GSK3B, que inducen alteraciones en la actividad neuronal. Por lo anterior, el
objetivo de esta tesis fue determinar si la AB altera la funcionalidad de la red
neuronal del hipocampo a través de la activacion de la via de sefalizacién
Integrinas/FAK/Fyn/GSK3. Para ello, se realizaron registros de campo en la capa
piramidal de la region CA1 del hipocampo, imagenes funcionales multineuronales
de fluorescencia y western blots para determinar los patrones de fosforilacion de la
GSK3; como reportero de la activacion de la via de senalizacion propuesta. Los
resultados muestran que la AP oligomerizada (ABo) disminuye la actividad
espontanea del hipocampo, a concentraciones nanomolares, lo que correlaciona
con un aumento en la fosforilacién de la tirosina 216 y una disminucidn en la serina
9 de la GSK3pB (indicadores de activacion de esta cinasa). Ademas, se demostré
que las integrinas y las cinasas FAK, Fyn y GSK3p participan en el efecto inhibitorio
de la ABo. Por otra parte, se demostr6 que la ABo disminuye la actividad
espontanea de la red neuronal del hipocampo a través de una reducciéon en el
numero de estados funcionales de esta red y la aparicién de un estado preferente.
Este cambio en la red hipocampal no se observé en animales carentes de la cinasa
Fyn KO y fue reproducido en un modelo transgénico de la EA (3xTgAD). En
conclusion, los resultados sugieren que la AB altera la funcionalidad de la red

neuronal del hipocampo a través de una via de sefalizacion que involucra a las
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Integrinas/FAK/Fyn/GSK3(, ademas de que en presencia de la ABo la red

hipocampal pierde su capacidad de alternar entre distintos estados funcionales.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative pathology in
adulthood. It has been reported that soluble forms of AB, which are associated to
AD and which appear before senile plaques, affect neuronal functions involved in
cognitive processes, and thus, seem to be responsible for AD early symptoms.
Nonetheless, the mechanisms through which AR affects the function of neural
circuits related to cognitive processes are not well understood. Integrins are one of
many receptors that can be activated by AB. Integrins-ApB interaction may trigger the
activation of several kinases including FAK, Fyn and GSK3, which leads to neuronal
dysfunction. Therefore, the aim of this thesis was to determine whether AR affects
hippocampal function through the activation of the Integrin/FAK/Fyn/GSK3 signal
transduction pathway. To that end, field recordings were performed in the CA1
pyramidal layer of the hippocampus, along with functional Multineuronal Calcium
Imaging and western blots to determine the GSK3 phosphorylation patterns; as a
reporter for the activation of the proposed transduction cascade. The results show
that oligomerized AR (ABo) decreases hippocampal spontaneous network activity,
at nanomolar concentrations, which correlates with an increase in GSK3f
phosphorylation in tyrosine 216 and a decrease in serine 9 phosphorylation (which
are indicative of activation of the kinase). Furthermore, it was shown that integrins
and the kinases FAK, Fyn as well as GSK3[@ participate in the APo-induced
inhibitory effect. On other hand, the results demonstrated that ABo-induce reduction
of hippocampal spontaneous network activity is related to a reduction in the amount
of functional states of the network along with the induction of a preferred state of
this neural network. Such effects were not observed Fyn knockout mice and were
reproduced in a transgenic AD model (3XTgAD). In conclusion, the data suggest
that ABo impairs the functionality of the hippocampal neuronal network through a
signaling pathway involving Integrins/FAK/Fyn/GSK3B. Furthermore, in the
presence of ABo the hippocampal network losses its property of alternating among

different functional states.



3xTgAD
aa

ABo

AF
AICD
ApoE4
ApoJ
APP
APPswe
ASAP1
AB
BACE1
BIN1
CE

CR1

EA
EEG
EGFr

ERK1/2

FAK
FAT
FERM

ABREVIATURAS

Raton triple transgénico con fenotipo EA.

Aminoacidos

Solucién oligomerizada de AB.

Adhesiones focales

Dominio Intracelular de la APP

Apolipoproteina E4

Apolipoproteina J

Proteina Precursora del Amiloide (por sus siglas en inglés)
Mutacion sueca de la APP (por sus siglas en inglés)
Proteina 1 activada por la GTPasa Arf (por sus siglas en inglés)
Proteina B amiloide (por sus siglas en inglés)

Enzima B-secretasa

Proteina Adaptadora del Nucleo 1 (por sus siglas en inglés)
Corteza Entorrinal

Receptor 1 de componentes del complemento (por sus siglas
en inglés)

Enfermedad de Alzheimer
Electroencefalograma

Receptor para el factor de crecimiento epidérmico (por sus
siglas en inglés)

Proteina cinasa 1 y 2 regulada por senales extracelulares (por
sus siglas en inglés)

Cinasa de adhesion focal (por sus siglas en inglés)
Blanco de adhesiones focales (por sus siglas en inglés)

Dominio 4.1, ezrina, radixina y moesina (por sus siglas en
inglés)



fMCI

fMRI

G384A
GD
GRAF

Grb-2

GSK3a, -B

hAPP
I-EGF

KAI1
LRP1

LTP
MAP2c
MCI
MEG
p130Cas
p53
PDGFr

PI3K
PICALM

PP1
PrPC

Imagenes funcionales multineuronales con imagenologia de
calcio (por sus siglas en inglés)

Imagenes de resonancia magnética funcional (por sus siglas en
inglés)

Mutante de la PS1
Giro dentado

Regulador de la GTPasa asociado a FAK (por sus siglas en
inglés)

Proteina 2 de unién al receptor del factor de crecimiento (por
sus siglas en inglés)

Cinasa 3 de la glucégeno sintetasa a/ (por sus siglas en
inglés)

APP humana (por sus siglas en inglés)

Dominio similar al Factor de Crecimiento Epidérmico (por sus
siglas en inglés)

Proteina supresora de metastasis (por sus siglas en inglés)

Proteina 1 relacionada con el receptor para lipoproteinas (por
sus siglas en inglés)

Potenciacion de largo plazo (por sus siglas en inglés)
Proteina asociada a microtubulos 2c (por sus siglas en inglés)
Deterioro cognoscitivo leve (por sus siglas en inglés)
Magnetoencefalograma

Proteina asociada a Crk

Proteina supresora de tumores

Receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(por sus siglas en inglés)

Cinasa 3 de fosfatidil inositol (por sus siglas en inglés)

Proteina de ensamble de la clatrina que se une al fosfatidil
inositol (por sus siglas en inglés)

Proteina fosfatasa 1 (por sus siglas en inglés)

Proteina pridnica celular (por sus siglas en inglés)



PRR
pSer
PS1
PS2
PSI
pTyr
RE
Ser
SFK
SH, -2, -3, -4
Shc
TGN
TREM2
Tyr
oAPPs
oCTF
BAPPs
BCTF

Secuenciarica en prolinas1 (por sus siglas en inglés)
Fosfo-serina (por sus siglas en inglés)

Presenilina 1

Presenilina 2

Dominio Plexina/semforinal/integrina

Fosfo-tirosina (por sus siglas en inglés)

Reticulo endoplasmico

Serina

Cinasas de la familia src (por sus siglas en inglés)
Dominio homologo de src 2, -3, -4 (por sus siglas en inglés)
Proteina que contiene el dominio SH

Red trans-Golgi (por sus siglas en inglés)

Receptor 2 que se expresa en células mieloides.
Tirosina (por sus siglas en inglés)

Fragmento soluble de la APP a (por sus siglas en inglés

)
Fragmento carboxilo terminal a (por sus siglas en inglés)
Fragmento soluble de la APP B (por sus siglas en inglés)

)

Fragmento carboxilo terminal B (por sus siglas en inglés
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1. ANTECEDENTES

1.1. La Enfermedad de Alzheimer

En 1907 el Dr. Aloysius “Alois” Alzheimer hizo la descripcién de una enfermedad
basada en observaciones de la paciente Auguste D, de 51 afos de edad, quién
presentaba sintomas que incluian: pérdida de la memoria, dificultades en la
comprensiéon de la informacioén, desorientacién y alucinaciones (Alzheimer et al.
1995). El analisis histolégico post mortem del cerebro de la paciente reveld la
presencia de agregados intracelulares y extracelulares que, eventualmente, se
convirtieron en los marcadores histopatolégicos de esta enfermedad (Alzheimer et
al. 1995; Goedert y Spillantini 2006). Estudios posteriores han determinado que
estos agregados proteicos se desarrollan especificamente en areas del cerebro
como la corteza entorrinal (CE), la formacidén hipocampal, la amigdala, el bulbo
olfatorio y la neocorteza (Braak et al. 1993; Selkoe 2001a); siendo el hipocampo
una de las primeras estructuras en presentarlos (Braak et al. 1993; Blennow et al.
2006). Las observaciones realizadas por el Dr. Alois Alzheimer describieron a la
enfermedad como un tipo de demencia senil que mas tarde Emil Kraeplin nombré
como Enfermedad de Alzheimer (EA) (Goedert y Spillantini 2006). Actualmente, la
EA es la neuropatologia mas comun de la poblacion adulta mayor y su impacto
sobre la salud publica se ha incrementado debido al desplazamiento de la piramide
poblacional y al aumento en la expectativa de vida (Lopes y Bottino 2002; Guerra-
Lopez 2005; Zuhiga y Vega 2005; Brookmeyer et al. 2007).

1.1.2. Etapas de la EA y sintomas clinicos

Clinicamente, la EA se divide en 3 etapas dependiendo de la progresion en
el deterioro cognoscitivo del paciente (Forstl y Kurz 1999). No obstante, de acuerdo
a estudios recientes, se ha propuesto una cuarta etapa denominada pre-demencial

(para una revision ver (Backman et al. 2004).

1.1.2.1. Etapa Pre-demencia o Deterioro Cognoscitivo Leve

Frecuentemente, los primeros sintomas que presentan los pacientes con EA

son usualmente confundidos con el envejecimiento normal o incluso con el estrés
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(Doraiswamy et al. 1998; Spaan et al. 2003). Esto, debido a que el envejecimiento
promueve alteraciones en los procesos de memoria y aprendizaje de manera
normal que no interfieren con la capacidad del individuo de realizar las actividades
de la vida diaria (Morrison y Hof 1997). No obstante, diversos estudios han
sugerido que los individuos que eventualmente desarrollaron la EA presentan
alteraciones en funciones cognoscitivas mucho antes de que se les realice un
diagnostico clinico de demencia (Backman et al. 2005; Small et al. 2007; Salmon
2012). Estas alteraciones cognoscitivas tempranas tienen una alta relevancia ya
que pueden ayudar a identificar individuos con una probabilidad muy alta de
desarrollar la EA (Arnaiz y Almkvist 2003; Backman et al. 2004; Small et al. 2007;
Salmon 2012). Como resultado de estos estudios, se ha propuesto una etapa
previa a la EA que se denomina predemencial (Backman et al. 2004). En ésta
etapa, el sintoma mas sobresaliente es una pérdida ligera de la memoria de corto
plazo; que se refleja como la dificultad para recordar eventos recientes (Forstl y
Kurz 1999; Backman et al. 2004; Salmon 2012). Ademas, se observan alteraciones
en el aprendizaje que se traducen en la incapacidad de adquirir informacion nueva
(Arnaiz y Almkvist 2003; Backman et al. 2004). Las alteraciones en la memoria
semantica, como la memoria de significados y relaciones conceptuales, también
pueden ser un sintoma de la primera etapa de la EA (Backman et al. 2004; Salmon
2012). Otros sintomas caracteristicos de esta etapa estan relacionados con un
deterioro leve en otros procesos cognoscitivos como la atencion, la planificacion y

el pensamiento abstracto (Backman et al. 2004).

Al conjunto de sintomas descritos en el parrafo anterior se le ha denominado
Deterioro Cognoscitivo Leve (MCI, por sus siglas en inglés) (Galluzzi et al. 2001;
Scheltens et al. 2002; Arnaiz y Almkvist 2003). EI MCI puede durar hasta 8 afios
antes de que el paciente presente los sintomas claros de la demencia asociada a la
EA (Galluzzi et al. 2001; Scheltens et al. 2002; Arnaiz y Almkvist 2003). No
obstante, la asociacion directa entre el MCI y la EA todavia esta en discusion (Para
una revision ver (Small et al. 2007). Clinicamente, el MCl se define como una
patologia caracterizada por alteraciones selectivas de la memoria que son

insuficientes para alcanzar el criterio diagnéstico de demencia (Flicker et al. 1991;
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Kantarci et al. 2001; Petersen et al. 2001). Sin embargo, el deterioro cognoscitivo
observado en las personas que presentan el MCIl es capaz de interferir con las
actividades diarias del paciente aunque no representa un riesgo muy alto a la
seguridad y bienestar del sujeto (Forstl y Kurz 1999; Perneczky et al. 2006).
Finalmente, la posibilidad de que la MCI representa un estado de transicién hacia el
desarrollo de la EA se apoya en estudios que han demostrado una tasa anual del
10 al 15% de progresion de pacientes con el MCI que eventualmente desarrollaron

la EA (para una revision ver (Petersen et al. 2001; Small et al. 2007).

1.1.2.2. Etapa Temprana de la EA

La etapa temprana de la EA consiste en episodios de olvido ligeros que
eventualmente se manifiestan de forma mas pronunciada sobretodo en la memoria
de corto plazo (Carlesimo y Oscar-Berman 1992; Jelicic et al. 1995). El deterioro de
la memoria episédica tiene una progresiéon retrograda de manera que los eventos
mas proximos a la nifiez son mas dificiles de recordar para el paciente en esta
etapa en contraste a los eventos recientes (Carlesimo y Oscar-Berman 1992). En la
etapa temprana de la EA aparecen también problemas en la percepcién (agnosia),
en la ejecucién de movimiento (apraxia) y alteraciones en el estado de animo
(Forstl y Kurz 1999). Se observan también alteraciones en la planeacion, la
memoria de trabajo, la atencion, el razonamiento verbal, entre otras (Chan et al.
2008). La memoria episédica (memoria relacionada con sucesos autobiograficos),
la memoria semantica (El conocimiento conceptual y factico) y la memoria implicita
(relacionada con habitos o destrezas), también presentan alteraciones muy ligeras
en esta etapa de la EA (Carlesimo y Oscar-Berman 1992; Jelicic et al. 1995).
Asimismo, en esta etapa de la EA, también se observan problemas de lenguaje
como la disminucion del vocabulario y la fluidez verbal que se manifiestan como un
empobrecimiento del lenguaje oral y escrito (Forstl y Kurz 1999; Taler y Phillips
2008). No obstante, los pacientes en esta etapa de la EA aun son capaces de
comunicar ideas basicas de forma adecuada (Frank 1994; Forstl y Kurz 1999; Taler
y Phillips 2008). De hecho, los pacientes en esta etapa de la EA son capaces de
realizar tareas motoras finas como dibujar, escribir o vestirse (Forstl y Kurz 1999).
Por estos motivos, a pesar de que existe apraxia u otras alteraciones, usualmente
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el padecimiento pasa desapercibido para las personas que rodean al paciente
(Forstl y Kurz 1999). Sin embargo, a pesar de que los pacientes pueden desarrollar
tareas de manera independiente, a medida que la EA progresa, frecuentemente
necesitan asistencia o supervisién para desarrollar tareas que involucran una alta

demanda cognoscitiva (Forstl y Kurz 1999).
1.1.2.3. Etapa Moderada de la EA

A medida que la EA avanza, los pacientes son menos independientes y se
vuelven incapaces de realizar la mayoria de las actividades de la vida diaria (Forstl
y Kurz 1999). Las alteraciones en el lenguaje se vuelven mas evidentes, ya que el
paciente no puede recordar el vocabulario, lo que le obliga a sustituir las palabras
de forma incorrecta (parafasias) (Manenti et al. 2004). También, la capacidad de
lectura y escritura se pierden de manera progresiva, asi como la coordinacion para
desarrollar tareas motoras complejas (Frank 1994; Forstl y Kurz 1999). Los
problemas de memoria se acentuan y los pacientes tienen dificultad para reconocer
a parientes cercanos (Forstl y Kurz 1999) y también presentan problemas con la
memoria de largo plazo (Forstl y Kurz 1999). En esta etapa de la EA se pueden
presentar delirios, en los que el paciente cree que las personas u objetos han sido
alterados o cambiados por completo (Reisberg et al. 1996). Es comun que durante
esta etapa de la EA, los pacientes presenten alucinaciones; principalmente visuales
(Perry et al. 1990). También pueden presentar anosognosia (Forstl y Kurz 1999); lo
que significa que el paciente es incapaz de reconocer que esta enfermo (Maki et al.
2012). En la etapa moderada de la enfermedad de Alzheimer las alteraciones
conductuales se vuelven mas evidentes y se manifiestan como desorientacion,
vagancia, irritabilidad, agresividad fisica o verbal e incluso, los pacientes pueden
presentar incontinencia urinaria (Stern et al. 1997). En esta etapa de la EA es
comun que los pacientes presenten resistencia a ser cuidados y el estrés que
manifiestan puede provocar que los parientes que conviven con el paciente lo

transfieran a un centro de cuidado (Forstl y Kurz 1999).
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1.1.2.4. Etapa Avanzada de la EA

La etapa final de la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la
incapacidad del paciente de realizar cualquier tarea, lo que lo hace completamente
dependiente (Forstl y Kurz 1999). En la etapa avanzada de la EA, la memoria esta
completamente comprometida y los pacientes pierden la capacidad de evocar los
recuerdos biograficos mas antiguos (Forstl y Kurz 1999). El lenguaje se reduce
drasticamente a frases simples o palabras simples que eventualmente deriva en la
pérdida completa de la capacidad de comunicacion oral (Frank 1994; Forstl y Kurz
1999). No obstante, los pacientes son capaces de responder al lenguaje verbal con
sefales emocionales (Forstl y Kurz 1999). El deterioro de las capacidades
cognoscitivas va acompanado de cambios conductuales también. En este sentido,
los pacientes usualmente se vuelven agresivos, depresivos o0 apaticos; incluso,
algunos presentan cuadros paranoicos Yy alucinaciones (Burns et al. 1990; Perez-
Madrinan et al. 2004; Apostolova et al. 2007). Una caracteristica importante de esta
etapa final de la enfermedad de Alzheimer es la apraxia, que se manifiesta como la
incapacidad de realizar cualquier actividad; incluso masticar y tragar los alimentos
(Forstl y Kurz 1999). La falta de actividad fisica, en esta fase de la EA, provoca que
la masa muscular y la movilidad se deterioren al punto de que los pacientes estan
confinados a una silla de ruedas o a la cama (Forstl y Kurz 1999). La EA es
considerada como una patologia terminal (Burns et al. 1991; Bracco et al. 1994;
Bowen et al. 1996), debido a que después del diagnodstico clinico, la expectativa de
vida del paciente se reduce a aproximadamente 5 afios (Heyman et al. 1987). No
obstante, la causa de la muerte suele ser externa a la enfermedad (Forstl y Kurz
1999), pues los pacientes mueren generalmente de neumonia, de infarto al

miocardio y de septicemia (Forstl y Kurz 1999).
1.1.3. Factores de riesgo de la EA.

La EA se puede clasificar de acuerdo a su origen en la EA familiar, que tiene
un componente genético, y la EA de tipo esporadico, que tiene un origen aun

desconocido (Lehtovirta et al. 1996b; Tanzi et al. 1996). No obstante, a pesar de
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que sus causas difieren, los dos tipos de la EA comparten los mismos sintomas

clinicos antes descritos (Lehtovirta et al. 1996b; Tanzi et al. 1996).

La EA de tipo familiar, o de inicio temprano, es poco frecuente y representa
del 5 al 10% de todos los casos de la EA (Lehtovirta et al. 1996b; Tanzi et al. 1996).
Este subtipo de EA se caracteriza por desarrollarse antes de los 65 anos de edad y
la progresion tiende a ser mas rapida comparada con la EA esporadica (Swearer et
al. 1996). Se estima que los pacientes con EA familiar tienden a depender del
cuidado externo con mayor rapidez y, de igual forma, la mortandad se presenta
antes que los pacientes con la EA esporadica (Swearer et al. 1996). La EA familiar
esta asociada a mutaciones en genes autosdomicos dominantes que codifican para
la Proteina Precursora del Amiloide (APP), que se localiza en el cromosoma 21, la
presenilina 1 (PS1), que se localiza en el cromosoma 1 y la presenilina 2 (PS2),
que se localiza en el cromosoma 14 (Chartier-Harlin et al. 1991; Goate et al. 1991;
Selkoe 1997; Holmes 2002). Es importante mencionar que todas las mutaciones
asociadas a este grupo de genes incrementan la produccion de la proteina 8
amiloide (AB) 1-42; que es la forma de AR que mas aumenta en los cerebros de los
pacientes con la EA y que es la responsable de los sintomas tempranos de
enfermedad (Selkoe 1999; Naslund et al. 2000; Walsh y Selkoe 2007).

La EA de tipo esporadico se manifiesta a partir de los 65 afios y representa
del 90 al 95% de los casos (Tanzi et al. 1996). A pesar de que este tipo de EA no
esta ligada directamente a la expresion de uno o varios genes en especifico,
existen factores de riesgo genético que incrementan la posibilidad de desarrollar la
enfermedad y que a continuacion se mencionan. El factor de riesgo genético mas
importante es la expresiéon de la isoforma 4 de la Apolipoproteina E (ApoE) (Raber
et al. 2004). Existen tres isoformas de la ApoE (E2, E3 y E4), de las cuales la E4
esta relacionada con un incremento en la prevalencia de la EA (Raber et al. 2004) y
la isoforma E2 esta asociada a una menor prevalencia de la EA (Farrer et al. 1997;
Corder et al. 1998). La expresion de la ApoE4 puede aumentar el riesgo de
desarrollar la EA hasta 3 veces en individuos heterocigotos y 15 en homocigotos

(Tanzi et al. 1996; Blennow et al. 2006). De hecho, se estima que la ApoE4 es
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responsable del 20% de los casos de EA esporadica (Chapman et al. 2001). Por
otro lado, estudios de asociacién del genoma completo (GWAS; por sus siglas en
ingles), han identificado que la expresion de los genes que codifican para la
Apolipoproteina J (Apod) o closterina, el receptor 1 de componentes del
complemento (CR1), la proteina de ensamble de la clatrina que se une al fosfatidil
inositol (PICALM) y la proteina adaptadora del nucleo BIN1 son un factor de riesgo
para desarrollar la EA (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009; Seshadri et al. 2010;
Hu et al. 2011a; Barral et al. 2012). Aun asi, se desconoce la participacion de la
expresion de estos genes en la EA y se requiere un mayor estudio para identificar
si los polimorfismos y/o variaciones en su expresion son las que incrementan la
probabilidad de desarrollar la EA (Kauwe et al. 2011; Lambert y Amouyel 2011).
Otro factor genético asociado a la EA es la expresion de una mutacién del receptor
perteneciente al sistema inmune TREM2 (Guerreiro et al. 2012; Jonsson et al.
2012; Neumann y Daly 2012). En este caso, se ha asociado la mutacion en el
receptor TRM2 a un incremento de 3 a 5 veces en el riesgo de desarrollar la EA

(Guerreiro et al. 2012; Jonsson et al. 2012; Neumann y Daly 2012).

Ademas de los factores genéticos, existen otros factores de riesgo no
genéticos para desarrollar la EA como son la presencia de problemas
enfermedades cardiovasculares, la hipertension, los niveles de colesterol altos, la
obesidad, el infarto del miocardio y la diabetes, que pueden aumentar las
probabilidades de padecer EA hasta en un 34% (Luchsinger et al. 2004; de Toledo
Ferraz Alves et al. 2010; Holscher 2011). Sin embargo, el factor mas importante
para desarrollar la EA es la senescencia, ya que la EA solo afecta a individuos
mayores de 65 afos de edad, en el caso de que la EA sea de tipo esporadico
(Brookmeyer et al. 1998; Wimo et al. 2003). La probabilidad de desarrollar la EA se
incrementa al doble cada 5 afos a partir de los 65 anos, hasta alcanzar una
prevalencia del 50% de la poblacion a los 85 afios (Brookmeyer et al. 1998; Wimo
et al. 2003).

-18 -



1.1.4. Histopatologia de la EA

El diagndstico definitivo de la EA se realiza mediante un examen del tejido
cerebral post-mortem (Mena-Lépez et al. 2003; Blennow et al. 2006).
Histopatologicamente, la EA se caracteriza por una pérdida progresiva de las
neuronas en las regiones del hipocampo y la corteza cerebral, principalmente
(Selkoe 2001a; Mena-Lépez et al. 2003). La muerte celular esta asociada a un
fendmeno de acumulacion de filamentos proteicos insolubles que constituyen dos
tipos de lesiones (Fig. 1): agregados intracelulares conocidos como marafas
neurofibrilares que estan conformados por la proteina Tau y las placas seniles que
son agregados extracelulares compuestos principalmente por la proteina beta-
amiloide (AB) (Selkoe 2001a; Mena-Lépez et al. 2003; Blennow et al. 2006). Ambos
agregados proteicos son la marca caracteristica de la EA y es su presencia en el
tejido cerebral permite dar el diagnostico definitivo de la EA (Mena-Lépez et al.
2003). La formacion de fibrillas, tanto de AB como de Tau, esta asociada a un
trastorno de plegamiento de proteinas caracterizado por cambios conformacionales
y protedlisis que generan polimeros insolubles con una estructura secundaria 3

plegada (Mena-Lopez et al. 2003).
1.1.4.1. Maranas neurofibrilares

Las marafas neurofibrilares, también llamadas ovillos neurofibrilares, son
agregados intracelulares constituidos de filamentos helicoidales apareados cuyo
componente principal es la proteina Tau en su forma sobrefosforilada (Selkoe
2001a). Tau es una proteina asociada a los microtubulos que se presenta en 6
isoformas de peso molecular de entre 50 y 64 kDa y de una longitud de 352 a 441
aminoacidos (Wang y Liu 2008). Se localiza principalmente en los axones (Binder
et al. 1985) y su funcion es la estabilizacion del citoesqueleto a través de la
polimerizaciéon de la tubulina (Drechsel et al. 1992). La hiperfosforilaciéon de Tau
evita su interaccion con los microtubulos y promueve su agregacion en formas

fibrilares (Lovestone y Reynolds 1997).
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1.1.4.2. Placas seniles

Las placas seniles, también llamadas placas [ amiloideas, se presentan en
dos formas: 1) las placas neuriticas, que tienen un diametro de 10 a 120 micras y
estan conformadas por un nucleo denso de AB140 Y, principalmente, de AB142 en su
forma fibrilar (Jarrett et al. 1993; Selkoe 2001a). Estas placas estan rodeadas por
una cantidad alta de microglia activada que se ubica en la region mas cercana al
nucleo de las mismas (Selkoe 2001a). Por otra parte, la parte exterior de la placa
es encapsulada por neuritas distréficas asi como por astrocitos reactivos (Selkoe
2001a). 2) Las placas difusas, estos agregados deben su nombre a que no tienen
una estructura central compacta y tampoco se encuentran rodeadas de neuritas
distréficas (Selkoe 2001a). Debido a su estructura, se piensa que estas placas son

precursoras de las placas neuriticas (Selkoe 2001a).

Figura 1 — Marcadores histopatologicos de la EA. A) Placas B amiloideas constituidas
de agregados extracelulares de la AB. Se muestra un corte histoldgico de corteza cerebral
de un paciente con EA tefiido con un anticuerpo especifico para la AB. B) Marafias
neurofibrilares constituidas de agregados intracelulares de la proteina Tau (Flecha). Se
muestra un corte histoldgico de corteza cerebral de un paciente con EA tefido con un
anticuerpo especifico para la proteina Tau. Tomado de (Aguzzi y O'Connor 2010).
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1.1.5. La EA y la AB.

Debido a que la EA familiar esta relacionada con polimorfismos en genes
relacionados con el procesamiento y expresion del precursor de la proteina B
amiloide (APP), se han impulsado estudios para determinar la participacion de la
AB en la patologia de la enfermedad (Chartier-Harlin et al. 1991; Goate et al. 1991;
Sabo et al. 1995; Selkoe 1997; Holmes 2002). Inicialmente, diversos trabajos se
enfocaron en determinar la densidad de las placas seniles en el tejido cerebral de
los pacientes con la EA, la muerte neuronal asociada a estas lesiones y su relacion
con el deterioro cognoscitivo observado en pacientes con la enfermedad (Pike et al.
1991; Mattson et al. 1992; Lorenzo y Yankner 1994; Deshpande et al. 2006). No
obstante, actualmente se sabe que la densidad de placas, asi como la muerte
neuronal asociada, no correlaciona con el nivel de demencia, sobre todo en las
etapas tempranas de la EA (Lue et al. 1999). Mas aun, se ha demostrado la
presencia de placas amiloideas en individuos completamente sanos (Naslund et al.
2000). Estudios posteriores demostraron que la concentracion de agregados
pequenos y solubles de la AB si correlaciona con los niveles de demencia en los
pacientes con la EA y que parecen ser éstos los responsables del deterioro
cognoscitivo en las etapas tempranas de la enfermedad (Lue et al. 1999; Naslund
et al. 2000; Walsh et al. 2002a; Gong et al. 2003; Selkoe 2003). Esta correlacion se
ha podido observar en mediciones directas de tejido cerebral obtenido de pacientes
con la EA (Lue et al. 1999; Gong et al. 2003), asi como en modelos murinos que
expresan una patologia tipo EA (Hsia et al. 1999; Moechars et al. 1999; Giacchino
et al. 2000; Mucke et al. 2000; Stephan et al. 2001). Actualmente, se sabe que los
agregados solubles oligoméricos de la AB son capaces de alterar la funcionalidad
de las redes neuronales a nivel de la excitabilidad neuronal (Wang et al. 2009;
Hazra et al. 2013), la transmision sinaptica (Giacchino et al. 2000; Brown et al.
2005a; Nimmrich et al. 2008) la plasticidad sinaptica (Bach et al. 1999; Chen et al.
2002; Klyubin et al. 2004; Rowan et al. 2004; Nomura et al. 2005) y las oscilaciones
o ritmos cerebrales (Hughes et al. 1989; Schreiter-Gasser et al. 1994; |hl et al.
1996; Nobili et al. 1999; Kowalski et al. 2001; Balleza-Tapia et al. 2010). Por lo

tanto, de acuerdo a la evidencia mencionada, se ha propuesto que la AB en estado
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soluble oligomérico estaria provocando el deterioro cognoscitivo observado en los
pacientes con la EA en etapas tempranas a través de la alteracion, a nivel
funcional, de las redes neuronales mas que a un mecanismo relacionado con la

muerte celular
1.1.5.1. Procesamiento de la APP y la biogénesis de la AB.

La Proteina B Amiloide (AB) es un péptido de peso molecular de ~4kDa y
una longitud de 39 a 43 aminoacidos que tiene una naturaleza amfipatica (Masters
y Selkoe 2012). La AB es producida de forma natural por las células y se encuentra
en concentraciones picomolares en el liquido extracelular (Seubert et al. 1992;
Shoiji et al. 1992), siendo el fragmento AB+.40 €l mas comun (Fig. 2)(Takahashi et al.
2002). No obstante, en la EA el fragmento AB1.42, que es la forma mas téxica, se
sobreproduce en mayor medida (Selkoe 1999; Wang et al. 1999; Shioi et al. 2007).
La AB se genera a partir de la hidrdlisis de una proteina integral de la membrana
celular llamada proteina precursora del amiloide (APP; por sus siglas en inglés). La
ubicacién del fragmento que originara a la AR se encuentra entre el dominio
transmembranal y la region extracelular de la APP (Takahashi et al. 2002;
Thinakaran y Koo 2008).

La APP es una proteina transmembranal de clase | que se expresa en todos
los tejidos (Takahashi et al. 2002). Esta proteina pertenece a una familia de genes
que incluye a la Proteina Similar a la APP 1y 2 (APLP1 y APPLZ2; por su siglas en
inglés; en mamiferos), la Appl (en la mosca Drosophila) y la apl-1 (en el nematodo
Caenorhabditis elegans) (Takahashi et al. 2002; Thinakaran y Koo 2008). Todas las
proteinas de ésta familia poseen un dominio extracelular largo en la terminal amino
y una region citoplasmatica corta en la terminal carboxilo (Takahashi et al. 2002;
Thinakaran y Koo 2008). Cabe destacar que solo la APP contiene la secuencia que
origina a la AB (Thinakaran y Koo 2008). ElI gen que codifica para la APP se
encuentra en el cromosoma 21 de los humanos y el ARN mensajero es capaz de
producir 8 isoformas a través del mecanismo de “splicing” alternativo. De las
isoformas formadas por este proceso, la APP695, la APP751 y la APP770 (de 695,

751 y 770 aminoacidos respectivamente), se expresan predominantemente en el
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Figura 2 — Estructura secundaria de las dos isoformas principales de la AB. Los
monémeros de AP tienen una naturaleza amfipatica que favorece la formacién de
estructuras a-hélice (flechas en gris) en condiciones que simulan la membrana lipidica. No
obstante, en un ambiente acuoso la estructura secundaria cambia para formar arreglos [3-
plegados. La AB1.40 posee una sola region con la conformacién de a-hélice, mientras la Ap;.
42 posee dos regiones a-hélice separadas por una secuencia denominada “kink”. Tomado
de (Gregory et al. 2007).

cerebro (Tanaka et al. 1988; Kang y Muller-Hill 1990; Takahashi et al. 2002) y la
APPG695 se produce principalmente en la neuronas (Rohan de Silva et al. 1997). La
APP se sintetiza en el reticulo endoplasmico (RE) y se transporta a través del
aparato de Golgi hacia la region trans, compuesta por una red de membranas y
vesiculas conocida como Red frans-Golgi (TGN; por sus siglas en inglés). Es en la
TGN donde se ha encontrado la mayor concentracion de la APP en las neuronas
(Hartmann et al. 1997; Xu et al. 1997; Greenfield et al. 1999). Desde la TGN, la
APP puede ser transportada hacia la membrana celular por vesiculas secretoras 6
ser reinternalizada a través de los endosomas/lisosomas para ser degradada
(Nordstedt et al. 1993; Caporaso et al. 1994; Thinakaran y Koo 2008).

La hidrdlisis de la APP se realiza por tres enzimas proteoliticas denominadas
a-, B- y y-secretasas (Takahashi et al. 2002). La APP se puede degradar por dos
vias (Fig. 3): la via amiloidogénica, que es la que genera la AB, y la via no
amiloidogénica que genera fragmentos que estan relacionados con funciones

celulares no patolégicas (Thinakaran y Koo 2008). En la via no-amiloidogénica, la
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a-secretasa corta a la APP justo en medio de la secuencia de la AB, en el
aminoacido 17, inhibiendo la produccién de la AR y generando los fragmentos
aAPPs y aCTF (Mills y Reiner 1999). La actividad enzimatica de la a-secretasa se
lleva a cabo principalmente en la membrana celular (Sisodia 1992). El fragmento
aAPPs tiene funciones relevantes en la plasticidad neuronal, en la sobrevivencia
celular (Furukawa et al. 1996; Mattson 1997) y también se ha descrito que participa
en el desarrollo temprano del sistema nervioso central (Ohsawa et al. 1999; Caille
et al. 2004). Por su parte, el fragmento aCTF es procesado subsecuentemente por
la actividad de la y-secretasa generando los péptidos p3 y AICD (Haass et al.
1993b). El péptido p3 es degradado rapidamente y se desconoce si tiene alguna
funcion fisiologica (Zhang et al. 2011). EI fragmento AICD, que se libera en el
interior celular, posee la actividad de transactivacion, lo que le permite regular la
transcripcion de genes, entre los cuales se encuentran la misma APP (von Rotz et
al. 2004), la GSK3p (Kim et al. 2003b; Ryan y Pimplikar 2005), la BACE1 (von Rotz
et al. 2004), la nefrilisina (Pardossi-Piquard et al. 2005), el gen KAL1 (Baek et al.
2002), la p53 (Checler et al. 2007), el EGFR (Zhang et al. 2007) y el LRP1 (Liu et
al. 2007). Por otro lado, la via amiloidogénica es la que genera la AB a partir de la
protedlisis del dominio extracelular de la APP por la enzima B-secretasa (BACE1) y
la del dominio intramembranal por la y-secretasa (Thinakaran y Koo 2008). Este
ultimo corte es el que determina que la longitud final del péptido sea de entre 37 a
43 aminoacidos (Lansbury 1992; Shoji et al. 1992; Seubert et al. 1993; Takahashi
et al. 2002). La actividad catalitica de la BACE1 sobre la terminal amino de la APP
genera los fragmentos BAPPs y BCTF (Takahashi et al. 2002). La enzima BACE1
se localiza en las regiones Golgi/TGN y en los endosomas (Thinakaran y Koo
2008). En este sentido, se ha reportado que la AB se genera principalmente en las
regiones RE/Golgi/TGN de las neuronas, mas que en su membrana celular
(Hartmann et al. 1997; Xu et al. 1997; Greenfield et al. 1999). No obstante, se ha
propuesto que la AR también puede ser generada y liberada a través de la via de
los endosomas (Haass et al. 1993a; Haass et al. 1993b; Koo y Squazzo 1994).

Finalmente, la y-secretasa corta el fragmento BCTF produciendo la AR y el
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fragmento AICD (Zhang et al. 2011). Esta enzima se localiza en el ER, el

Golgi/TGN, los endosomas y la membrana celular (Thinakaran y Koo 2008).
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Figura 3 — Procesamiento de la APP. A) Via amiloidogénica. La enzima proteolitica 3-secretasa
genera el fragmento soluble de la APP B (B-APPs; por sus siglas en inglés) y el Fragmento
Carboxilo Terminal B (B-CTF; por sus siglas en inglés). Posteriormente, la y-secretasa corta el
fragmento B-CTF en la porcién intramembranal generando el Dominio Intracelular de la APP
(AICD; por su siglas en inglés) y la AB. B) En la via no-amiloidogénica participa la a-secretasa
generando los fragmentos a-APPs y a-CTF, subsecuentemente la y-secretasa genera los
péptidos p3 y AICD a partir del a-CTF. i = intracelular; e = extracelular.

1.1.5.2. Oligémeros solubles de Ap

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, la AB tiende a agruparse

rapidamente generando agregados solubles quienes se asocian para finalmente
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formar las estructuras fibrilares, con una estructura 3 plegada, que componen a las
placas B amiloideas (Fig. 4) (Chromy et al. 2003). Los agregados solubles de la AB
se han denominado oligdmeros y existe evidencia que demuestra que son los
responsables del deterioro cognoscitivo en la etapa temprana de la EA (Walsh et al.
2002b; Haass y Selkoe 2007). Entre estas evidencias, se ha encontrado que la
concentracion de los oligébmeros solubles de la AB en los cerebros de pacientes
correlaciona con el nivel de demencia (Lue et al. 1999; McLean et al. 1999;
Naslund et al. 2000). La agregacion de mondmeros de AP para la generacion de
oligbmeros solubles parece ocurrir de forma distinta dependiendo de la longitud del
péptido (Bitan et al. 2003a; Bitan et al. 2003b). Por ejemplo, la AB140 forma
preferentemente dimeros, trimeros y tetrameros, mientras que la AB142 Se agrega
en pentameros y hexameros; siendo los hexameros una unidad estable (Bitan et al.
2003a). El ensamble de estas unidades oligoméricas dan origen posteriormente a

protofibrillas y a las placas seniles (Bitan et al. 2003a; Bitan et al. 2003b).
1.2. La EAy el hipocampo.

Como se menciond anteriormente, una de las primeras estructuras que
presenta alteraciones en la EA es el hipocampo (Katzman 1986; Braak et al. 1993;
Selkoe 1993; Blennow et al. 2006). EI hipocampo es una estructura fundamental
para los procesos de la memoria y el aprendizaje y, por lo tanto, su mal
funcionamiento puede generar una alteracion en dichos procesos cognoscitivos. El
hipocampo, al igual que la corteza cerebral, genera patrones de oscilacioén o ritmos
que son relevantes para la memoria y el aprendizaje (Kahana et al. 2001; Buzsaki y
Draguhn 2004), ya que proporcionan una ventana temporal para la codificacion y
evocacion de la informacién (Traub et al. 1999; Engel et al. 2001; Buzsaki y
Draguhn  2004; Buzsaki 2006; Artieda et al. 2009). Registros
electroencefalograficos (EEG) del cerebro de pacientes con la EA han demostrado
una disminucion en las oscilaciones de frecuencia rapida y un aumento de las
oscilaciones de frecuencia lenta que se conoce como enlentecimiento del EEG
(Hughes et al. 1989; Schreiter-Gasser et al. 1994; Ihl et al. 1996; Nobili et al. 1999;

Kowalski et al. 2001; Balleza-Tapia et al. 2010). Mas aun, se ha demostrado que la
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Figura 4 — Modelo de agregacion de la AB. Los mondmeros se agregan
rapidamente para formar oligdmeros de distintos tamaros: dimeros, trimeros y
hexameros, entre otros. Los hexameros funcionan como una unidad estable que
genera eventualmente protofibrillas y finalmente fibrillas.

AR es capaz de generar un enlentecimiento en el espectro de potencia de registros
electrofisiolégicos del hipocampo in vivo (Pena-Ortega y Bernal-Pedraza 2012).
Otros trabajos han demostrado también que la AB puede alterar la generaciéon de
distintas oscilaciones hipocampales, como las oscilaciones beta (Adaya-Villanueva
et al. 2010), las gamma (Driver et al. 2007; Pena-Ortega et al. 2012), las theta (Sun
y Alkon 2002; Colom et al. 2010; Villette et al. 2010) y la actividad espontanea
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(Balleza-Tapia et al. 2010). De esta forma, la AB puede provocar el deterioro
cognoscitivo observado en los pacientes con la EA a través de alterar la capacidad
del hipocampo de generar y/o mantener las oscilaciones (Balleza-Tapia et al. 2010;
Pena-Ortega 2013).

1.2.1. Anatomia del Hipocampo.

El hipocampo es una estructura del sistema nervioso central que se ubica en
la zona medial del Iébulo temporal y, de manera similar a otras estructuras
corticales, es pareada, con un hipocampo en cada hemisferio del cerebro
(Thammaroj et al. 2005). ElI hipocampo forma parte de la llamada formacién
hipocampal (Fig. 5) que incluye al giro dentado (GD); el hipocampo propiamente, o
Cornu Ammonis (CA; conformado por las subregiones CA1, CA2 y CA3); el
subiculum y la corteza entorrinal (CE) (Thammaroj et al. 2005; Li et al. 2009; Mu y
Gage 2011). El hipocampo posee una neuroanatomia distintiva y facilmente
identificable debido su organizacién laminar (Fig. 5)(Amaral 1993; Thammaroj et al.
2005; Amaral y Lavenex 2007; Li et al. 2009). Esta organizacién esta conformada
por 3 capas con caracteristicas distintivas que a continuacion se describen. La
capa mas profunda se denomina stratum oriens en la regiéon CA del hipocampo e
hilus o capa polimérfica en el GD (van Strien et al. 2009). Esta capa esta
conformada por una mezcla de fibras aferentes y eferentes, asi como de
interneuronas y las dendritas basales de las neuronas principales (neuronas
granulares en el GD y neuronas piramidales en el hipocampo) (Amaral y Lavenex
2007; van Strien et al. 2009). Posterior al stratum oriens se encuentra una capa
compuesta de los somas de las neuronas principales e interneuronas conocida
como stratum granulosum en el GD vy stratum piramidale en CA y el subiculum (van
Strien et al. 2009). La capa mas superficial esta compuesta por las dendritas
apicales de las neuronas principales y se denomina stratum moleculare en el DG y
el subiculum (Amaral y Lavenex 2007; van Strien et al. 2009). En la region CAS,
esta capa superficial se subdivide en 3 regiones que se denominan stratum
lucidum, que es la zona donde llegan los axones de las neuronas de proyeccion del

GD (Amaral y Lavenex 2007; van Strien et al. 2009); stratum radiatum, que esta
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conformada por las dendritas apicales de las neuronas de proyeccion de CAS3; y
stratum lacunosum-moleculare que comprende las ramas mas distales de las
dendritas apicales de las neuronas principales e interneuronas (Amaral y Lavenex
2007; van Strien et al. 2009; Witter 2010). En la regién de CA1, esta capa se
subdivide soélo en stratum radiatum y stratum lacunosum-moleculare (Amaral y
Lavenex 2007; Witter 2010). En el subiculum, la capa mas superficial se denomina

capa molecular (Amaral y Lavenex 2007; Witter 2010).
1.2.2. El circuito hipocampal

La organizacion del circuito neuronal del hipocampo se ha caracterizado
como un circuito multisinaptico unidireccional (Fig. 6)(Amaral 1993; Li et al. 2009).
La CE es considerada la entrada principal y salida sinaptica del hipocampo (Amaral
1993; Amaral y Lavenex 2007; Witter 2010). Esto debido a que la mayoria de las
entradas sinapticas sensoriales provenientes de la corteza cerebral hacia el
hipocampo, pasan a través de la CE y viceversa (Amaral y Lavenex 2007). La
neuronas de las capas Il y lll de la CE envian sus axones hacia el GD a través de
una haz de fibras denominados via perforante (Amaral 1993),que inerva también
todas las regiones del hipocampo (Amaral 1993; Amaral y Lavenex 2007; Witter
2010). Especificamente, la via perforante que se origina en la capa Il de la CE viaja
hacia el GD vy la regién CA3 del hipocampo (Tamamaki y Nojyo 1993; Amaral y
Lavenex 2007; Witter 2010). En el GD las fibras de la via perforante llegan al
stratum moleculare y hacen contacto con las dendritas apicales de las células
granulares, que son las células principales del GD (Steward 1976; Tamamaki y
Nojyo 1993; van Strien et al. 2009). En el caso de la regiéon CA3, la via perforante
llega al stratum lacunosum donde hace contacto con las espinas dendriticas de la
neuronas piramidales (Tamamaki y Nojyo 1993; van Strien et al. 2009), que son las
neuronas principales de toda las regiones de CA (Witter 2010). Por otro lado, la via
perforante que tiene su origen en la capa |ll de la CE, inerva la region CA1 y el
subiculum (Witter et al. 1988; Baks-Te Bulte et al. 2005; Amaral y Lavenex 2007;
van Strien et al. 2009; Witter 2010), donde hace contacto con las dendritas apicales

de las neuronas piramidales en el stratum lacunosum- moleculare y la capa
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Figura 5 — Neuroanatomia del hipocampo. A) Representacion de las regiones anatomicas de
la formacion hipocampal que comprende el giro dentado (GD; en azul); el hipocampo con sus
dos subregiones: CA1 (Rojo) y CA3 (Verde); el subiculum (S; en amarillo); y la corteza entorrinal
(CE; en morado). B) Representacion de la organizacién laminar del hipocampo. EI GD esta
conformado por tres estratos denominados hilus, stratum granulosum (s.g.) y stratum moleculare
(s.m.). En el hipocampo, las regiones de CA1 y CA3 estan compuestas por el stratum oriens
(s.0.), el stratum piramidale (s.p.), el stratum radiatum (s.r) y el stratum lacunosum-moleculare
(s.I.m.); adicionalmente, la region de CA3 posee el llamado stratum lucidum (s.l.) que se ubica
entre el s.p. y el s.r. El subiculum esta conformado por el stratum piramidale (s.p.) y el stratum
moleculare (s.m.).

molecular, respectivamente (Witter et al. 1988; Baks-Te Bulte et al. 2005; van
Strien et al. 2009).

El GD es el siguiente elemento principal del circuito hipocampal (Li et al.
2009). Las células granulares son las neuronas principales del GD Los axones de

estas neuronas se concentran primero en el hilus y posteriormente viajan y se
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distribuyen sobre el stratum lucidum de la region CA3 del hipocampo (Claiborne et
al. 1986). Estas fibras dejan botones sinapticos de gran tamafio (3 a 5 ym en
promedio), conocidos como botones musgosos (Amaral y Lavenex 2007). Los
botones musgosos hacen contacto con las dendritas proximales de las neuronas
piramidales de CA3 (Claiborne et al. 1986).

El siguiente elemento del circuito hipocampal es la regiéon CA3 del
hipocampo (Amaral 1993; van Strien et al. 2009). Las neuronas piramidales de CA3
mandan sus axones hacia CA1 a través de una via conocida como colaterales de
Schaffer (Amaral 1993; Li et al. 2009). Estos axones se agrupan primero en el
stratum oriens de CA3 y posteriormente viajan principalmente hacia el stratum
radiatum y también hacia el stratum oriens de CA1 (Amaral y Lavenex 2007). En el
stratum radiatum, las colaterales de Schaffer hacen contacto con las dendritas
apicales de las neuronas piramidales, mientras que en el stratum oriens hacen
contacto con las dendritas basales (Amaral y Lavenex 2007). Las colaterales de
Schaffer representan la entrada sinaptica principal de la region CA1 (Amaral 1993;
van Strien et al. 2009).

En la regiéon de CA1, las neuronas piramidales proyectan sus axones
principalmente hacia las neuronas piramidales del subiculum y también hacia las
neuronas de las capas profundas IV/V de la CE (Amaral et al. 1991; Tamamaki y
Nojyo 1995; Naber et al. 2001; Amaral y Lavenex 2007; Li et al. 2009). Las
proyecciones hacia el subiculum se dirigen primero hacia el stratum oriens de CA1,
posteriormente bajan y se ramifican en el stratum piramidal, asi como en la capa
molecular del subiculum (Amaral y Lavenex 2007), donde hacen contacto con las
dendritas distales y apicales de las neuronas piramidales (Witter 2010). La
ramificacion de los axones provenientes de CA1 hacia el subiculum presentan una

organizacion columnar (Amaral 1993).

Finalmente, los axones de las neuronas piramidales del subiculum proyectan
de regreso a la CE (Amaral 1993; Tamamaki y Nojyo 1995; Naber et al. 2001). Los
axones que llegan a la CE se distribuyen y hacen contacto principalmente con las

neuronas de la capa V (Amaral y Lavenex 2007). Tanto la region CA1 como el
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subiculum se han considerado como la salida del circuito hipocampal debido a que
proyectan hacia la CE (Witter 2010) y, como se menciond anteriormente, es la
corteza CE la estructura que media la comunicacién del hipocampo con otras areas
corticales (Amaral y Lavenex 2007). No obstante, el subiculum se considera la
principal salida del circuito hipocampal (Witter y Groenewegen 1990; O'Mara et al.
2001; O'Mara 2005), debido a que proyecta no solo a la CE sino, también, hacia
otras regiones cerebrales como el complejo mamilario, el talamo y el nucleo
acumbens (Amaral 1993; O'Mara 2005), asi como, los nucleos septales, la corteza

prefrontal y la amigdala (Amaral y Lavenex 2007).
1.2.3. Oscilaciones hipocampales

Como se menciond en apartados previos, el hipocampo es capaz de generar
diversos patrones de oscilacién poblacional que son fundamentales para los
procesos cognoscitivos (Kahana et al. 2001; Buzsaki y Draguhn 2004). Estas
oscilaciones neuronales estan altamente preservadas filogenéticamente en los
mamiferos (Gray et al. 1989; Llinas y Ribary 1993; Kahana et al. 2001; Destexhe y
Sejnowski 2003; Buzsaki y Draguhn 2004), lo que sugiere que tienen un papel
funcional relevante en las redes neuronales (Buzsaki y Draguhn 2004; Uhlhaas et
al. 2008). La actividad oscilatoria puede definirse como un conjunto de
fluctuaciones ritmicas o repetitivas de la actividad eléctrica de una neurona o un
conjunto de neuronas (Artieda et al. 2009; Buzsaki et al. 2012; Basar 2013) que
pueden generarse de manera espontanea o en respuesta a un estimulo (Basar
2013). Esta actividad involucra al patron de disparo ritmico de los potenciales de
accion y a las fluctuaciones de los potenciales postsinapticos resultantes de la
interaccion entre las neuronas de una red neuronal local o de un area cortical
(Artieda et al. 2009). Es decir, las oscilaciones cerebrales pueden interpretarse
como el resultado de la interaccion dinamica entre las propiedades intrinsecas y
sinapticas de las neuronas y las propiedades del circuito al que pertenecen
(Buzsaki y Draguhn 2004). Ademas, la actividad oscilatoria depende también de la

coordinacion temporal de la actividad de las neuronas (sincronizacién) que, en
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Figura 6 — Circuito neuronal del hipocampo. A) Representacion de las principales
conexiones del circuito del hipocampo. La corteza entorrinal (CE) proyecta hacia las neuronas
granulares del giro dentado (GD) a través de un haz de fibras denominado via perforante (en
naranja). Las neuronas granulares a través de las fibras musgosas (en azul) proyectan a las
neuronas piramidales de la regién CA3 y éstas a través de las colaterales de Schaffer (en
verde) hacia las piramidales de CA1. Las neuronas de CA1 mandan sus axones al subiculum
(S) y las neuronas de éste proyectan de nuevo hacia la CE. B) Representacion esquematica
de todas las conexiones del circuito del hipocampo. Se muestra como la via perforante que
proyecta a partir de la capa Il de la CE llega tanto al GD como a CA3. La capa lll de la CE, por
otro lado, conecta hacia CA1 y S. La region CA1 del hipocampo puede proyectar directo a la
CE en la capa V/VI. Es importante notar que todas las conexiones del circuito son
unidireccionales.
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conjunto originan las fluctuaciones ritmicas en el potencial de campo (Buzsaki et
al. 2012).

Convencionalmente, las oscilaciones se han clasificado en rangos de
frecuencia y se les designdé una letra griega para su identificacién (Buzsaki 2006). A
la actividad en el rango de frecuencias de 0.5 a 4 Hz se le denomina oscilacién o
ritmo delta, de 4 a 8 Hz se denomina ritmo theta, al rango de 8 a 12 Hz ritmo alfa,
ritmo beta al rango de frecuencias de 12 a 30 HZ y ritmo gamma a las frecuencias
mayores de 30 Hz (Buzsaki 2006). Actualmente, se ha planteado que estas
oscilaciones constituyen un mecanismo basico del funcionamiento del cerebro ya
que proporcionan una ventana temporal donde se reclutan de manera coherente
multiples redes neuronales para la representacion, procesamiento, almacenaje y
evocacion de la informacién (Traub et al. 1999; Engel et al. 2001; Buzsaki y
Draguhn 2004; Buzsaki 2006; Artieda et al. 2009).

La actividad oscilatoria en las diferentes bandas de frecuencia, aparece a
diferentes niveles cerebrales, incluyendo el hipocampo, y participa en procesos
perceptivos, cognitivos y motores (Artieda et al. 2009; Lisman y Jensen 2013). El
ritmo theta, en particular, se ha asociado con diferentes procesos cognoscitivos en
distintas especies, incluyendo el humano. Por ejemplo, en roedores, el ritmo theta
incrementa su potencia, particularmente en el hipocampo, durante la atencién y la
locomocion (Vanderwolf 1969), asi como en la formacién de la memoria espacial
(Winson 1978). Se ha reportado también que el ritmo theta es fundamental para las
conductas de exploracion y para el suefio de movimientos oculares rapidos
(McNaughton et al. 2006). En humanos, el ritmo theta juega un papel importante
durante tareas asociadas a la memoria de trabajo (Gevins et al. 1997; Tesche y
Karhu 2000; Jensen y Tesche 2002; Raghavachari et al. 2006), y la memoria
episodica (Guderian et al. 2009; Lega et al. 2012; Hsieh y Ranganath 2014). Por
ejemplo, se ha observado un incremento en la potencia del ritmo theta poco antes
de la aplicacién de un estimulo que va asociado a la memoria (Kleberg et al. 2014).
De forma similar, se ha reportado que el nivel de acoplamiento del disparo de las

neuronas hipocampales a alguna fase de ritmo theta puede predecir el nivel de
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consolidacion en la formacion de la memoria (Rutishauser et al. 2010). El ritmo
gamma, por su parte, esta relacionado con procesos cognoscitivos como en el
"binding" sensorial (Tallon-Baudry y Bertrand 1999; Bertrand y Tallon-Baudry
2000), la memoria (Fell et al. 2001) y la atencion (Fries et al. 2001). Por ejempilo,
estudios de memoria de largo plazo en monos han demostrado que tanto la
potencia como la coherencia del ritmo gamma, particularmente en el hipocampo, se
incrementa durante el periodo de codificacion de la informacion (Jutras et al. 2009).
Resultados similares se han encontrado también en humanos, tanto en el
hipocampo (Sederberg et al. 2007), como en la corteza cerebral (Osipova et al.
2006; Sederberg et al. 2007). Mas aun, en registros de MEG vy registros
intracraneales realizados en humanos se ha reportado un incremento en la
potencia del ritmo gamma durante el periodo de retraso (“delay”’) en tareas que
implican a la memoria de trabajo y que dicho incremento varia dependiendo del
numero de datos que se necesita mantener en la memoria (Howard et al. 2003;
Roux et al. 2012).

Por otra parte, las oscilaciones también son capaces de generar un marco
funcional que favorece otros mecanismos asociados con los procesos
cognoscitivos. Por ejemplo, se ha observado que la aplicacion de trenes de
estimulacién con frecuencia theta induce la LTP (Larson y Lynch 1986; Greenstein
et al. 1988). Por otra parte, cuando se utiliza una estimulacién a frecuencias
similares al ritmo gamma sobre la cresta del ritmo theta se induce la LTP de
manera mas eficiente (Pavlides et al. 1988). También se ha reportado que los
potenciales sinapticos se incrementan si coinciden con la cresta del ritmo theta y
son inhibidos si coinciden con el valle del mismo tanto en el corto plazo (Wyble et
al. 2000), como en el largo plazo (Hyman et al. 1990). Mas aun, descubrimientos
recientes indican que las oscilaciones asociadas a una entrada sensorial facilitan la
plasticidad sinaptica y la cooperatividad de ensambles neuronales para formar la
representacion temporal del estimulo y para consolidar la informacion a largo plazo
(Buzsaki y Draguhn 2004).
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En resumen, la actividad oscilatoria posibilita la sincronizacién de grupos
neuronales de la misma area cortical o de grupos neuronales de areas distantes
entre si que intervienen, de manera conjunta, en una accién motora, tarea cognitiva
o perceptiva (Artieda et al. 2009). Por esta razon, una alteracién en la actividad
oscilatoria puede favorecer y/o representar un funcionamiento aberrante de las
redes neuronales y, por lo tanto, ser la base fisiopatologia de enfermedades
neuroldgicas y psiquiatricas (Uhlhaas et al. 2008; Artieda et al. 2009). Por ejemplo,
se han identificado alteraciones en los patrones oscilatorios en la enfermedad de
Parkinson (Brown 2006; Artieda et al. 2009; McCarthy et al. 2011; Schwab et al.
2013), la esquizofrenia (Gallinat et al. 2004; Light et al. 2006; Uhlhaas et al. 2008;
Uhlhaas y Singer 2010), el desorden bipolar (Oda et al. 2012; Onitsuka et al. 2013;
Ozerdema et al. 2013), la depresion (Fingelkurts et al. 2006) y la enfermedad de
Alzheimer (Palop y Mucke 2010; Lizio et al. 2011; Mucke y Selkoe 2012; Goutagny
y Krantic 2013).

1.2.3. Alteraciones en las oscilaciones cerebrales de pacientes con la EA.

La hipotesis de que una alteracion en las oscilaciones cerebrales puede ser
la base del deterioro cognoscitivo en la EA se ve apoyada en observaciones
directas en pacientes con EA en los que se ha reportado un "enlentecimiento" en
registros cerebrales medidos a través de EEG y MEG (Hughes et al. 1989;
Schreiter-Gasser et al. 1994; |hl et al. 1996; Nobili et al. 1999; Kowalski et al. 2001).
Dicho enlentecimiento correlaciona, ademas, con el nivel de la demencia en etapas
tempranas de la EA (Hughes et al. 1989; Schreiter-Gasser et al. 1994; Ihl et al.
1996; Nobili et al. 1999; Kowalski et al. 2001), y también esta reportado en modelos
animales de la EA (Wang et al. 2002).

De manera general, los registros en humanos con EA han demostrado que
estos pacientes presentan un incremento en la potencia de los ritmos theta y delta
en mediciones realizadas tanto con EEG (Coben et al. 1985; Soininen et al. 1989;
Martin-Loeches et al. 1991; Soininen et al. 1991b; Elmstahl et al. 1994; Prichep et
al. 1994; Jelic et al. 1996; Stam et al. 1996; Chiaramonti et al. 1997; Huang et al.
2000; Jelic et al. 2000; Adler et al. 2003; Ponomareva et al. 2003; Babiloni et al.
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2004; Koenig et al. 2005; van der Hiele et al. 2007a), como con MEG (Berendse et
al. 2000; Fernandez et al. 2006; Poza et al. 2007a; de Haan et al. 2008; Poza et al.
2008a; Besga et al. 2010), en las regiones temporal, parietal y occipital (Fernandez
et al. 2002; Fernandez et al. 2003; de Haan et al. 2008; Besga et al. 2010). El
incremento en la potencia del ritmo theta comienza en etapas tempranas de la EA
(Schreiter-Gasser et al. 1994; Bennys et al. 2001; Czigler et al. 2008) y aumenta
considerablemente hacia las etapas tardias (Prichep et al. 1994). Por su parte, el
incremento en el ritmo delta esta mas relacionado con las etapas tardias de la EA
(Coben et al. 1985; Prichep et al. 1994). Ademas, algunos estudios han reportado
que el incremento en la potencia del ritmo theta correlaciona con el puntaje de las
pruebas cognitivas de los pacientes con EA (Brenner et al. 1986; Leuchter et al.
1987; Rae-Grant et al. 1987; Filipovic et al. 1989; Primavera et al. 1990; Gueguen
et al. 1991; Schreiter-Gasser et al. 1994; Strijers et al. 1997; Rodriguez et al. 1998;
Fernandez et al. 2002), lo que sugiere que existe una correlacién entre el
incremento en la potencia de los ritmos lentos y el deterioro cognoscitivo
encontrado en los pacientes con EA (Claus et al. 1998; Fernandez et al. 2002). En
el caso del ritmo gamma, existen pocos estudios que han medido este ritmo en los
pacientes con la EA y la mayoria ha encontrado una disminucién en la potencia de
este ritmo (Herrmann y Demiralp 2005; Koenig et al. 2005; de Haan et al. 2008;
Poza et al. 2008a); principalmente en las regiones parietal, temporal y occipital (de
Haan et al. 2008). No obstante, el trabajo de van Deursen y colaboradores (2008)
han reportado un aumento de este ritmo en sujetos con EA (van Deursen et al.
2008). En contraste con los ritmos theta y delta, se ha observado una disminucion
en la potencia de los ritmos alfa y beta, tanto en estudios realizados con EEG
(Coben et al. 1985; Penttila et al. 1985; Prinz y Vitiello 1989; Soininen et al. 1989;
Giannitrapani et al. 1991; Soininen et al. 1991b; Dierks et al. 1993; Elmstahl et al.
1994; Holschneider y Leuchter 1995; Signorino et al. 1995; Ihl et al. 1996; Jelic et
al. 1996; Pucci et al. 1998; Rodriguez et al. 1999; Huang et al. 2000; Musha et al.
2002; Ponomareva et al. 2003; Moretti et al. 2004; Koenig et al. 2005; van der Hiele
et al. 2007a; Babiloni et al. 2009), como con MEG (Berendse et al. 2000; Osipova
et al. 2005; Fernandez et al. 2006; Franciotti et al. 2006; Poza et al. 2007b; de
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Haan et al. 2008; Poza et al. 2008a). De manera similar a los ritmos theta y delta, la
disminucidén en el ritmo alfa parece estar mas relacionada a las etapas tempranas
de la EA (Czigler et al. 2008) y la disminucion en el ritmo beta a las etapas tardias
(Inl'et al. 1996). La alteracion en estas bandas de frecuencia se ha reportado en las
regiones temporal, parietal y occipital en ambas bandas de frecuencia (Schreiter-
Gasser et al. 1993; Holschneider y Leuchter 1995; Osipova et al. 2005; de Haan et
al. 2008). Mas aun, se ha observado un desplazamiento de la actividad en la
frecuencia alfa hacia regiones frontales del cerebro (Dierks et al. 1993; Huang et al.
2000; Kurimoto et al. 2008), lo que correlaciona con el nivel de demencia de los
pacientes con la EA (Dierks et al. 1993; Chiaramonti et al. 1997; Claus et al. 2000).

Los pacientes con la EA que expresan el alelo ApoE-¢4 (que como se
menciond previamente, es un factor de riesgo de origen genético para el desarrollo
de la EA) presentan una alteracién mayor en los diferentes ritmos cerebrales con
respecto a pacientes que no poseen el alelo (Lehtovirta et al. 1996a; Ponomareva
et al. 2008). Es decir, los pacientes ApoE-€4 registran un incremento aun mayor en
el ritmo theta (Lehtovirta et al. 1996a) y Delta (Lehtovirta et al. 1996a; Ponomareva
et al. 2008), asi como una disminucién mayor en las oscilaciones alfa (Lehtovirta et
al. 1996a; Babiloni et al. 2006a; Ponomareva et al. 2008) y beta (Lehtovirta et al.
1996a). Mas aun, el analisis cuantitativo del registro de EEG en individuos con la
mutacion en la presenilina | (E280A Presenilin-1; una mutacion asociada a la EA de
tipo familiar), ha demostrado una alteracién temprana de la banda de frecuencia
beta antes de que aparezcan los sintomas clinicos (Rodriguez et al. 2014). Estos
estudios sugieren que la AB puede estar involucrada en las alteraciones
funcionales de las redes neuronales que se refleja como alteraciones en la potencia

de las distintas oscilaciones cerebrales.
1.2.4. Efecto de la AP sobre las oscilaciones cerebrales.

A la fecha, existen diversos estudios que han demostrado que la AB es
capaz de alterar las oscilaciones, principalmente, en el hipocampo. Por ejemplo, se
ha reportado que la inyeccién intracerebroventricular de la AB produce deterioro

cognoscitivo que correlaciona con una reduccion en la generacion del ritmo theta
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en el hipocampo ex vivo (Sun y Alkon 2002). La microinyeccion de la AB en el
septum medial también es capaz de inducir una disminucion del 49% de la potencia
del ritmo theta del hipocampo (Colom et al. 2010). Este efecto sobre el ritmo theta
hipocampal se debe a que la microinyeccién de la AR provoca una disminucion de
la actividad de las neuronas colinérgicas del septum medial que inervan el
hipocampo y son importantes para la generacion del ritmo theta (Bland y Colom
1993; Lee et al. 1994; Bland et al. 1999). Recientemente, datos publicados del
laboratorio demostraron que la inyeccion intracisternal de la ApB es capaz de alterar
la evocacion a través de un estimulo sensorial del ritmo theta (Pena-Ortega y
Bernal-Pedraza 2012). Es importante mencionar que la microinyeccion de la AB
provoca un aumento de las frecuencias lentas en el registro electrofisiolégico de la
actividad hipocampal in vivo que se manifiesta como un desplazamiento hacia la
izquierda en el espectro de potencia (Pena-Ortega y Bernal-Pedraza 2012), de
manera muy similar a lo observado en el EEG de los pacientes con la EA
(Lehtovirta et al. 1996a; Babiloni et al. 2006a; Ponomareva et al. 2008). Mas aun,
Villete y colaboradores (2010) demostraron que la microinyeccién de la AP
directamente en el hipocampo es capaz de crear una disminucién en la potencia y
la frecuencia del ritmo theta asociado a una prueba de reconocimiento
visuoespacial en ratas (Villette et al. 2010). Estas alteraciones inducidas por la AB
estan asociadas con una diminuciéon en la tasa de disparo de las neuronas
GABAérgicas que se encuentran en el septum medial y que son responsables de la
propagacion del ritmo theta al hipocampo (Villette et al. 2010). Por otro lado,
estudios in vitro han demostrado que la induccién del ritmo gamma con la
aplicacion de kainato se inhibe en rebanadas de hipocampo de ratones que
sobreexpresan una mutante de la APP (Driver et al. 2007). De hecho, se ha
demostrado que la aplicacién aguda de la AB inhibe el ritmo theta (Gutierrez-Lerma
et al. 2013) vy el ritmo gamma (Pena-Ortega et al. 2012) en rebanadas que
contienen al hipocampo (Pena-Ortega et al. 2012) . Finalmente, se ha reportado
que la aplicacion de la AB es capaz de disminuir también las oscilaciones de tipo

beta en rebanadas de hipocampo (Adaya-Villanueva et al. 2010).
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1.3. Las Redes neuronales y la EA

Como ya se menciond en apartados previos, el deterioro cognoscitivo en la
etapa temprana de la EA parece estar asociado a alteraciones en la funcionalidad
de las redes neuronales inducidas por las formas solubles de la AB, mas que a la
neurotoxicidad asociada a las formas fibrilares. En se sentido, se sabe que los
oligbmeros solubles de la AB se acumulan en las sinapsis (Lacor et al. 2004) y se
ha demostrado que son capaces de alterar la transmisién sinaptica (Rowan et al.
2007; Shankar et al. 2007; Nimmrich et al. 2008) y el proceso plastico de la LTP
(Lambert et al. 1998; Walsh et al. 2002a; Wang et al. 2002; Rowan et al. 2004;
Nomura et al. 2005; Townsend et al. 2006; Rowan et al. 2007). También se sabe
que las oscilaciones neuronales y la actividad espontanea de varios circuitos
neuronales se alteran con la AB (Adaya-Villanueva et al. 2010; Balleza-Tapia et al.
2010; Colom et al. 2010; Pena-Ortega y Bernal-Pedraza 2012), asi como las
propiedades de disparo de las neuronas (Yun et al. 2006; Orban et al. 2010). Este
efecto de la AB sobre las propiedades intrinsecas y sinapticas de las neuronas
puede ser la base de las alteraciones en la funcionalidad de las redes neuronales
(Pena-Ortega 2013). Como se menciond anteriormente, diversos estudios han
demostrado que la AB puede inducir un deterioro en las oscilaciones cerebrales,
que estan intimamente relacionadas con los procesos cognoscitivos. Las
oscilaciones cerebrales son el resultado de la dinamica de las redes neuronales y
dependen de la actividad de las neuronas y de las conexiones entre ellas (Artieda
et al. 2009). Por lo tanto, una alteracion en la dinamica de las redes neuronales
responsables de la generacién de las oscilaciones puede ser la base fisiopatoldgica

de los problemas cognoscitivos observados en los pacientes con la EA.
1.3.1. Redes Neuronales.

Como se menciond en la seccion anterior, la actividad oscilatoria cortical se
encuentra alterada desde las etapas tempranas de la EA. Estas oscilaciones
anormales pueden ser el resultado de una dinamica aberrante de las redes
neuronales que las producen y pueden jugar un papel fisiopatolégico importante en

los sintomas tempranos de la enfermedad (Artieda et al. 2009). De manera general,
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se puede decir que las redes neuronales constituyen un sistema auto-organizado
que presentan un alto grado de complejidad debido al elevado numero de
elementos que lo componen y de la forma en que éstos se interrelacionan (Artieda
et al. 2009). Convencionalmente, el potencial de accion constituye la unidad basica
del procesamiento de la informacion en el sistema nervioso central de los
mamiferos (Axmacher et al. 2006). No obstante, los potenciales de acciéon de una
neurona particular no ocurren de forma aislada e independiente, si no, estan
correlacionados a través de la actividad sincrénica de las redes neuronales a la
cual pertenece esa neurona (Axmacher et al. 2006). De tal manera que la actividad
sincronica de las redes neuronales subyace el procesamiento y transmision de la
informacion en el cerebro (Axmacher et al. 2006). Dicha funcién involucra a las
propiedades intrinsecas y sinapticas de las neuronas que forman parte de la red
(Mao et al. 2001; Fujisawa et al. 2006; Klausberger y Somogyi 2008). Mas aun, la
actividad de red depende de los patrones espacio-temporales de la actividad
sincronica de la red neuronal local y su correlacion con otras redes neuronales en
distintas zonas cerebrales; generando asi los patrones y marcos funcionales donde
se procesa la informacion (Klausberger y Somogyi 2008; Artieda et al. 2009;
Battaglia et al. 2011). Por lo tanto, se puede decir que las funciones cognoscitivas
no dependen solo de la localizacion anatdmica de la actividad neuronal, sino que
también depende de los patrones temporales precisos de la actividad sincrénica de
los ensambles o redes neuronales (Axmacher et al. 2006; Artieda et al. 2009)
(Pena-Ortega 2013). Un ejemplo de esto se observa en el trabajo de Axmacher y
colaboradores (2006), que muestran que la sincronizacion en la banda de
frecuencia gamma entre las region hipocampal y la parahipocampal puede inducir

LTP en la regiéon CA3 del hipocampo (Axmacher et al. 2006).

1.3.2. Alteraciones en la funcionalidad de las redes neuronales en pacientes con la
EA.

Cdémo ya se menciond, la AB es capaz de alterar la funcion de las redes
neuronales en el hipocampo (Para una revision ver (Pena-Ortega 2013). Una de

estas alteraciones se refleja como una disminucién en la capacidad de la red de
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generar y/o mantener las oscilaciones cerebrales y, por lo tanto, puede ser la base
del deterioro cognoscitivo que se observa en los pacientes con la EA (Pena-Ortega
2013). La alteracién de las oscilaciones cerebrales en los pacientes con la EA se
ha descrito ampliamente en secciones anteriores, asi como el efecto directo de la
AB sobre esta actividad de la red (ver apartado 1.2.4.). Estos efectos incluyen
reportes donde se observa un deterioro en las oscilaciones tanto en humanos
(Hughes et al. 1989; Schreiter-Gasser et al. 1994; Ihl et al. 1996; Nobili et al. 1999;
Kowalski et al. 2001), como en modelos animales que reproducen la EA (Wang et
al. 2002). Mas aun, se ha demostrado que la aplicacién de la AR de manera aguda
o crénica es capaz de reproducir las alteraciones en las oscilaciones observadas
en los pacientes con EA (Sun y Alkon 2002; Driver et al. 2007; Adaya-Villanueva et
al. 2010; Colom et al. 2010; Villette et al. 2010; Pena-Ortega y Bernal-Pedraza
2012; Pena-Ortega et al. 2012). Dado que las alteraciones en los patrones de
oscilacion observadas en pacientes con la EA parecen reflejar un deterioro en la
transmision de la informacion entre regiones corticales (Delbeuck et al. 2003), se
ha planteado que la EA es un sindrome de desconexion funcional en la cual el
procesamiento y transmisién de la informacion entre las redes neuronales locales o
entre estructuras corticales se interrumpe (Delbeuck et al. 2003). En este sentido,
se han empleado distintos métodos analiticos que permiten evaluar la eficiencia en
la transmision de la informacion en los cerebros de pacientes con la EA, ya sea a
nivel de redes neuronales locales o entre redes de distintas zonas corticales y que

a continuacion se describen.
1.3.2.1. Coherencia

Una forma de medir la conectividad funcional entre dos estructuras
cerebrales es la coherencia, una medida lineal normalizada que permite ver la
similitud entre dos canales del EEG en una banda de frecuencia (oscilacion)
particular, es decir, calcula la sincronia de la actividad neuronal que refleja la
conectividad cortical (Thatcher et al. 1986; Nunez et al. 1997; Nunez et al. 1999;
Adler et al. 2003). Analizando los registros de EEG y MEG de pacientes con la EA,

se ha observado una pérdida en la coherencia entre diferentes areas del cerebro
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(Leuchter et al. 1987; Leuchter et al. 1992; Dunkin et al. 1994; Jelic et al. 1996;
Comi et al. 1998; Berendse et al. 2000). Esta pérdida de la coherencia se ha
observado para todas las bandas de frecuencia (Comi et al. 1998; Berendse et al.
2000) y refleja la pérdida en la comunicacién entre las distintas areas del cerebro
de los pacientes con la EA (Besthorn et al. 1994; Dunkin et al. 1995).

1.3.2.2. Probabilidad de sincronizacion (Synchronization likelihood)

La probabilidad de sincronizacion (SL; por sus siglas en inglés) es una
variante de la medida de la coherencia (Stam et al. 2003) que combina la
sensibilidad a la informacion lineal y no-lineal con una alta resolucion temporal
(Rombouts et al. 1995). Esta medida es una herramienta adecuada para
caracterizar los cambios en la actividad sincrénica cerebral (Stam et al. 2003) y se
puede utilizar para probar la conectividad funcional. El analisis de la sefiales de
EEG y MEG demostré una disminucién significativa de la SL en los pacientes con
la EA (Stam et al. 2002; Stam et al. 2003; Pijnenburg et al. 2004; Stam et al. 2005;
Babiloni et al. 2006b; Stam et al. 2006). Los valores bajos en la SL se asociaron a
las bandas de frecuencia delta, theta, alfa, beta y gama (Stam et al. 2002; Stam et
al. 2003; Pijnenburg et al. 2004; Stam et al. 2005; Babiloni et al. 2006b; Stam et al.
2006; Stam et al. 2009). Mas aun, los valores bajos de la SL en la banda beta se
han asociado con las etapas tempranas de la EA (Stam et al. 2003; Pijnenburg et
al. 2004).

1.3.2.3. Primer exponente de Lyapunov.

El primer exponente de Lyapunov (L1) es una medida de la flexibilidad de
procesamiento de informacion en el cerebro (Jeong 2004). Se ha observado que
los pacientes con EA tienen bajos valores de L1 comparados con los controles
normales de edad avanzada (Jeong et al. 1998; Jeong et al. 2001). Los resultados
de este estudio sugieren que los cerebros con AD muestran comportamientos que

son menos caodticos que los cerebros normales (Jeong et al. 1998).
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1.3.2.4. Analisis de informacién mutua

Este analisis es una medida de la dependencia estadistica lineal y no-lineal
entre dos series temporales y proporciona una medida de proyeccion de puntos
futuros tomando como referencia los puntos anteriores (Jeong et al. 2001; Gomez
et al. 2006b). A través de este andlisis se ha observado una disminucion
significativa en la transmision de informacion entre pares de senales de EEG
provenientes de pacientes con la EA (Jeong et al. 2001). Del mismo modo, los
estudios con MEG han reportado una disminucion en la transmisién de la
informacion, que refleja una dinamica aberrante de la actividad cerebral en la EA
(Gomez et al. 2006b; Gomez et al. 2007b). Los resultados de estos estudios
sugieren que los valores bajos en el analisis de informacion mutua pueden

correlacionarse con el deterioro cognoscitivo en la EA (Gomez et al. 2006Db).
1.3.2.5. Complejidad Omega

La complejidad omega es un parametro que indica el nivel de sincronizacion
entre estructuras que puede inferir si uno 0 mas mecanismo estan implicado en ella
(Czigler et al. 2008). Se ha reportado que el valor de complejidad omega se
incrementa en pacientes con AD en las primeras etapas y se asocia con un
incremento en el numero de conjuntos neuronales independientes y, por lo tanto,
probablemente indica la desintegracién de diferentes partes del sistema nervioso,

incluyendo diferentes regiones de la corteza cerebral (Czigler et al. 2008).
1.3.2.6. Correlacion dimensional

La correlacion dimensional (D2), es una medida de la complejidad
dimensional de un sistema y refleja el numero de variables independientes que son
necesarios para describir la dinamica del sistema (Jelles et al. 1999b; Jeong 2004;
Abasolo et al. 2006b). Se ha encontrado una disminucion en los valores de la D2
en pacientes con la EA que denota una disminucion de la complejidad dimensional
en el registro del EEG (Pritchard et al. 1991; Pritchard et al. 1994; Stam et al. 1994;
Besthorn et al. 1995; Stam et al. 1995; Stam et al. 1996; Jeong et al. 1998; Jelles et
al. 1999a; Jelles et al. 1999b; Jeong et al. 2001; Jeong 2004). También en los
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registros de MEG se encontraron unos valores bajos de D2 (Abatzoglou et al.
2007). Ademas, la reduccion en la D2 correlacioné significativamente con el grado
de demencia, asi como el aumento en las bandas de baja frecuencia en la sefial
del EEG (Stam et al. 1994; Besthorn et al. 1995; Stam et al. 1995).

1.3.2.7. Complejidad de Lempel-Ziv

La complejidad de Lempel-Ziv (cLZ) es una medida no paramétrica de la
complejidad en una sefial unidimensional relacionada con el numero de subseries
distintas y la tasa de su recurrencia (Abasolo et al. 2006b). Esta medida refleja la
tasa de aparicion de patrones de actividad nuevos a lo largo del registro del EEG o
MEG. Los estudios realizados con este analisis han demostrado que los pacientes
con la EA tuvieron valores significativamente mas bajos de la cLZ, lo que sugiere
una disminucion en la complejidad de los patrones de actividad del EEG y MEG en
los sujetos con EA (Gomez et al. 2005; Abasolo et al. 2006b; Gomez et al. 20063;
Gomez et al. 2009a). Dicha reduccién puede interpretarse como una disminucién
en la complejidad del sistema asociada con la inactivacion de las redes neurales

previamente activas (Abasolo et al. 2006b).
1.3.2.8. Entropia

La entropia es un concepto asociado a los eventos aleatorios y a la
previsibilidad: una mayor entropia se asocia a menudo a un aumento en la
aleatoriedad y menos orden de un sistema; pero también representa una medicion
de la irregularidad de una serie a través del tiempo (Abasolo et al. 2005). Tanto los
registros de EEG como MEG de pacientes con EA se han analizado con los
parametros de entropia y los resultados muestran que sus valores son menores
con respecto a los registros de sujetos control (Abasolo et al. 2005; Abasolo et al.
2006a; Poza et al. 2007a; Poza et al. 2008b). La pérdida de entropia se ha
encontrado en todas las regiones del cerebro (Poza et al. 2008b). Los bajos valores
de entropia sugieren una pérdida en la irregularidad y la complejidad del registro de
EEG y MEG (Berendse et al. 2000; Gomez et al. 2007a; Poza et al. 2007a; Poza et
al. 2008b; Gomez et al. 2009a).
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1.3.2.9. Dimension fractal de Higuchi

La dimensidn fractal de Higuchi (HFD) es una medida no-lineal que estima la
complejidad dimensional de una sefial a través del tiempo (Accardo et al. 1997). El
registro de MEG de los pacientes con EA presenté valores pequefios de HFD, lo
que sugiere que los ritmos cerebrales registrados con MEG son menos complejos
en pacientes con EA que en los sujetos control (Gomez et al. 2009b). Esto indica
una anormalidad en la dinamica de la actividad de los cerebros de los pacientes
con la EA (Gomez et al. 2009b).

1.3.3. Alteraciones en la funcionalidad de las redes neuronales en modelos

animales de la EA.

A pesar de que la evidencia en la alteracion de la funcionalidad de las redes
neuronales en la EA esta ampliamente documentada (Gomez et al. 2009b), a la
fecha, los mecanismos responsables de las alteraciones sobre la funcion y la
dinamica de las redes neuronales producida por la AB aun no esta bien descrita
(Gomez et al. 2009b). Una de las estrategias que se ha utilizado para poder
estudiar de forma sistematica el desarrollo y progresion de la EA, asi como el papel
fisiopatoldgico de la AB en este proceso, es el uso de modelos animales en los que
se eleva el contenido cerebral de la AR (Gomez et al. 2009b). Por ejemplo, Brown y
colaboradores (2005) estudiaron la transmision sinaptica en rebanadas de
hipocampo de los ratones transgénicos TAS10. Estos ratones sobreexpresan la
APP humana con una mutacion denominada sueca (hAPPswe). En este estudio se
encontr6 una disminucion en la relaciéon entrada-salida de las sinapsis
glutamatérgicas de las colaterales de Schaffer en los ratones TAS10. Mas aun,
observaron que la sincronizacién de la red neuronal inducida por la aplicacion del
farmaco 4-aminopiridina es menor en las rebanadas de hipocampo provenientes de
estos ratones, lo que sugiere que hay alteraciones en la transmision glutamatérgica
cuando se sobreproduce la AB que estan asociadas con las alteraciones en la
actividad sincronica de la red neuronal del hipocampo (Brown et al. 2005a). Otro
estudio, utilizando los ratones doble transgénicos Tg2576 que sobreexpresan la

mutaciéon hAPPswe y una mutante de la presenilina 1 (G384A), demostré una
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alteracion en los niveles de expresion de los canales de sodio dependientes de
voltaje Nav1.1a, tanto en neuronas piramidales como en interneuronas en la
corteza cerebral e hipocampo. Esta alteracion en la expresiéon de los canales
Nav1.1a correlacioné con un aumento en la actividad de alta frecuencia y con un
deterioro en tareas de memoria (Corbett et al. 2013). Utilizando otro ratéon doble
transgénico (APP23xPS45) que se sobreexpresa la hAPPswe y la mutante de la
presenilina 1 (G384A), se ha observado un efecto diferencial sobre la actividad de
la poblacion neuronal de la corteza in vivo (Busche et al. 2008). Se encontr6é que
existe una poblacion neuronal que presenta una disminucién en su actividad,
mientras que otra poblacion muestra una hiperactividad. Interesantemente, las
neuronas hiperactivas se localizan en la periferia de las placas seniles. Un estudio
posterior demostrd resultados similares en la region CA1 del hipocampo de los
mismos ratones transgénicos (Busche et al. 2012). Mas aun, se observd que este
efecto diferencial sobre las poblaciones neuronales se presenta en ratones
transgénicos jovenes; donde aun no hay formacion de placas seniles. Ademas,
éste efecto diferencial se replicé también cuando se agregaron oligdmeros de la AB
de forma aguda, lo que sugiere que las formas solubles de la AR promueven este
comportamiento aberrante de las redes hipocampal y cortical (Busche et al. 2012).
Por otro lado, Hazra y colaboradores encontraron que los ratones APdE9, que
contienen la hAPPswe y la mutacidon en la enzima presenilina 1 PSEN1DeltaE9,
presentan una alteracion en la funcionalidad de la red neuronal del giro dentado
(Hazra et al. 2013). Estos autores observaron que al estimular con alta frecuencia
la via perforante, se evoca un potencial de campo anormal en el giro dentado que
se caracteriza por una amplitud mayor que la observada en ratones control.
Adicionalmente, se observd que en rebanadas control, la estimulacion de alta
frecuencia es capaz de activar solo la regidon que comprende a la via perforante en
el giro dentado, mientras que en las rebanadas provenientes de ratones
transgénicos la activacién se extiende hasta la regién CA3. Buscando el
mecanismo celular responsable de este efecto se encontré que las interneuronas
de la capa molecular del giro dentado presentaban una alteracién en su actividad

eléctrica, lo cual provoca una sobreactivacion de la via perforante y también, la
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activacion inespecifica en el perfil espacial de activacién de la red neuronal.
Finalmente, Grienberger y colaboradores (2012) investigaron el aumento en la
concentracion de la AB en relacion a las alteraciones neuronales en la corteza
visual de los ratones transgénicos APP23xPs45 in vivo. Estos autores demostraron
que el deterioro progresivo en lo que se llama “tuning” neuronal asociado a la
orientacion de estimulos visuales ocurre paralelamente al incremento, dependiente
de la edad, de la AB en la corteza visual. Es importante hacer notar que este
deterioro se encontré solo en neuronas que son hiperactivas durante la actividad
espontanea de la corteza visual. Ademas, esta alteracion correlaciona con un

deterioro en la discriminacidén de patrones visuales (Grienberger et al. 2012).

1.3.4 Alteraciones en la funcionalidad de las redes neuronales inducidas por la AB

in vitro.

Otra de las estrategias que se ha empleado para entender el mecanismo
responsable del efecto de la AB sobre la dinamica de las redes neuronales ha sido
el empleo de modelos in vitro. Por ejemplo, utilizando técnicas con imagenes de
calcio en rebanadas de septum medial, se ha observado que la aplicacién de la A
altera la actividad de tres poblaciones distintas de neuronas (Leao et al. 2012). En
la poblacion de neuronas glutamatérgicas la AB incrementa la frecuencia de los
disparos de potenciales de accion y, ademas, bloquea las corrientes de potasio tipo
Ay M. Por otro lado, se encontré que aplicaciéon de la A provoca la disminucion en
la coherencia del disparo de las neuronas GABAérgicas y colinérgicas, con la
pérdida en la ritmicidad de la frecuencia theta. (Leao et al. 2012). Por otro lado, Rui
y colaboradores (2006) analizaron el efecto de la AR sobre las oscilaciones de
calcio espontaneas en cultivos neuronales (Rui et al. 2006). Utilizando la técnica de
imagenes de calcio en cultivos primarios de neuronas corticales de rata,
observaron que la aplicacion aguda de la AB inhibe las oscilaciones de calcio de la
red neuronal del cultivo. Este efecto parece explicarse debido a que la AR causa
una disminucion en la frecuencia y la amplitud de los transitorios de calcio en las
neuronas. En otro trabajo, utilizando la técnica de registro multineuronal de “patch

clamp” en rebanadas de corteza prefrontal de rata, se demostré que la actividad
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sincrénica de las neuronas piramidales se inhibe con la aplicacion de la AB a
concentraciones nanomolares bajas (Wang et al. 2009). No obstante, si se utiliza
una concentracion alta de forma crénica, la red neuronal registra una mayor
actividad con la caracteristica de que las neuronas disparan de manera tonica.
Resultados similares se han reportado utilizando cultivos primarios de neuronas
corticales sobre un arreglo de multielectrodos (Gortz et al. 2009). En este trabajo se
observd que la aplicacion de la AB a concentraciones bajas, induce una
disminucién transitoria en la actividad espontanea de la red neuronal en cultivo,
especificamente en la tasa de disparo y también en la tasa de disparo en rafagas.
Finalmente, Ronicke y colaboradores (2011) demostraron también que la AR
provoca una disminucion en la actividad espontanea de neuronas hipocampales en
cultivo primario, asi como en rebanadas de hipocampo (Ronicke et al. 2011). Mas
aun, observaron que los efectos de la AB incluyen también una alteracién en la LTP

y una disminucion en la transmision sinaptica.
1.4. Las vias de senalizacion intracelular activadas por la AB

Diversos estudios se han enfocado en determinar si la AR se une a
receptores en la membrana de manera especifica (Cowburn et al. 1997; Wang et
al. 2000a; Wang et al. 2000b; Xie et al. 2002; Yaar et al. 2002; Li et al. 2004;
Verdier y Penke 2004; Verdier et al. 2004; Verdier et al. 2005; Townsend et al.
2007; Zhao et al. 2008). A la fecha se conoce que la AR no posee receptores
especificos, pero que es capaz de activar una amplia variedad de receptores de
membrana y, de esta manera, activar cascadas de seRalizacion intracelular tanto
en las neuronas como en las células gliales (Verdier y Penke 2004; Verdier et al.
2004; Balleza-Tapia y Pefia 2009). Entre los receptores que la AB es capaz de
activar en las neuronas se encuentran: 1) Receptores ionotropicos como los
receptores para NMDA (NMDA-R) (Cullen et al. 1996; Cowburn et al. 1997; Ye et
al. 2004; Self et al. 2005; Kelly y Ferreira 2006; Lipton 2006; Montiel et al. 2006; De
Felice et al. 2007; Domingues et al. 2007; Abbott et al. 2008; Texido et al. 2011) y
los receptores nicotinicos para acetilcolina a7 (a7nAChR) (Wang et al. 2000a;
Wang et al. 2000b; Dineley et al. 2001; Kihara et al. 2001; Shimohama y Kihara
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2001; Dineley et al. 2002; Shaw et al. 2002; Dineley 2007); 2) Receptores con
actividad intrinseca de cinasa de tirosinas como el receptor para la insulina (IR)
(Xie et al. 2002; Townsend et al. 2007; Zhao et al. 2008); 3) Receptores de
citocinas como el receptor 75 para neurotrofinas (p75NRT) (Yaar et al. 1997; Kuner
et al. 1998; Yaar et al. 2002; Tsukamoto et al. 2003; Zhang et al. 2003; Hashimoto
et al. 2004; Costantini et al. 2005a; Costantini et al. 2005b; Susen y Blochl 2005) y
el receptor para el factor de necrosis tumoral 1 (TNF-R1) (Li et al. 2004; Wang et al.
2005; Rowan et al. 2007); y 4) receptores de adhesion como las integrinas (Ghiso
et al. 1992; Sabo et al. 1995; Anderson y Ferreira 2004; Bozzo et al. 2004). En este
trabajo de tesis, se estudiara el papel de las integrinas en el efecto de la AB sobre

la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo.
1.4.1. Receptores de membrana integrinas.

El anclaje de las células a la matriz extracelular esta regulado a través de la
familia de receptores de membrana denominada integrinas (Denda y Reichardt
2007; Campbell y Humphries 2011). Las integrinas son miembros de una
superfamilia de glicoproteinas de membrana que estan ampliamente expresadas
en todos los tipos celulares (Denda y Reichardt 2007). Estas proteinas forman
heterodimeros compuestos de una subunidad a y una B que actian como
receptores de proteinas de la matriz extracelular y contra-receptores en células
adyacentes. La interaccion de estos receptores con las proteinas de la matriz
extracelular promueve cambios conformacionales y la regionalizacion de las
integrinas formando complejos proteicos que se conocen como adhesiones focales
(AF), que regulan diversos procesos celulares como la migracion, la proliferacion y

la diferenciacién (Hynes 1992; Giancotti y Ruoslahti 1999).

Los ligandos de las integrinas generalmente forman substratos multivalentes
que promueven la agrupacion de estos receptores y desencadenan la activacion de
cascadas de sefalizacion y la formacion de uniones focales de gran fuerza
(Miyamoto et al. 1995). Las proteinas de la matriz extracelular, los contrareceptores
en las membranas celulares y las disintegrinas del veneno de algunas serpientes

poseen secuencias especificas de reconocimiento que son reconocidas por las
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integrinas (Fig. 7). La secuencia principal de reconocimiento por las integrinas es la
secuencia Arg-Gly-Asp (Vonderheide et al. 1994; Ruoslahti 1996). No obstante,
existen otras secuencias que pueden ser reconocidas por las integrinas, por
ejemplo: la Arg-Leu-Asp, la Arg-His-Asp, la Lys-Gly-Asp, la Asn-Gly-Arg, la lle-Glu-
Leu y la Leu-Asp-Val (Vonderheide et al. 1994; Ruoslahti 1996).

1.4.1.1. Estructura de las integrinas.

La familia de las integrinas en mamiferos consiste de 18 subunidades a 'y 8 3
que generan al menos 24 distintos receptores heterodiméricos (Fig. 7) (Giancotti y
Ruoslahti 1999; Hynes 2002; Caltagarone et al. 2007; Campbell y Humphries
2011). La subunidad a, de peso molecular de 120 a 180 kDa, tiene una longitud
aproximada de 1000 aminoé&cidos (aa) organizados en 9 dominios (Fig. 8)(Staunton
et al. 2006; Luo et al. 2007; Fu et al. 2012). En la subunidad a, las integrinas
pueden presentar un dominio extra conocido como a-l que se encuentra en el
extremo amino terminal y esta presente en 9 de las 18 subunidades a (Campbell y
Humphries 2011). Este dominio esta compuesto por ~200 aa y, de estar presente,
es el sitio principal de unién al ligando (Lee et al. 1995; Fu et al. 2012). Cuando el
dominio a-l esta ausente, la terminal amino forma una pequena region conocida
como “cap” que participa en la union al ligando (Kamata et al. 2001; Xiao et al.
2004) (16,10). La subunidad a posee también una seccidn compuesta por siete
segmentos de ~60 aa que se pliegan conformando un dominio conocido como
propela B (Xiong et al. 2001; Xiao et al. 2004; Zhu et al. 2008). Posteriormente se
encuentran los dominios conocidos como “Thigh”, calf-1 y calf-2, que presentan
estructuras similares a las inmunoglobulinas que consisten en estructuras (-
plegadas de aproximadamente 140 a 170 aa (Xiong et al. 2001). Posterior a los
dominios calf, les sigue el dominio transmembranal compuesto por una unica a-
hélice y finalmente la terminal carboxilo de la subunidad a (Fu et al. 2012). Por su
parte, la subunidad B esta conformada por aproximadamente 750 aminoacidos
organizados en 4 o 5 dominios y tiene un peso molecular de 90 a 110 kDa (Fig. 8)
(Staunton et al. 2006; Luo et al. 2007; Fu et al. 2012). A detalle, la regién

extracelular de la subunidad B esta compuesta por el dominio B-I conformado por
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Figura 7 — Familia de las Integrinas en mamiferos. Las integrinas son receptores
compuestos de una subunidad a y una 3. En mamiferos, se ha reportado que existen 24
Integrinas que se forman por la interacciéon de 18 subunidades a y 8 B. Estas pueden
agruparse en familias dependiendo de su capacidad para unirse a ciertos ligandos
(Bloques verde, blanco, crema y naranja) o, en el caso de las subunidades B2 y p7, se
pueden agrupar por su especificidad de expresion en leucocitos (Bloque azul). También
pueden clasificarse de acuerdo a su expresion: las subunidades coloreadas en verde se
expresan solo en cordados, mientras las amarillas se expresan en todo los metazoa. Los
asteriscos son subunidades que pueden tener variaciones por el mecanismo de splicing en
su dominio citoplasmatico. Las subunidades a con borde amarillo claro son aquellas que
presentan el dominio I. Las integrinas del bloque blanco (a4B1 y a9B1) reconocen ligandos
vasculares y también son capaces de unirse a proteinas de la matriz extracelular con la
secuencia MLDG. Figura e informaciéon basadas en Hynes 2002.

~240 aa y es analogo en su estructura al a-I; en las integrinas que carecen del a-I,
el dominio B-l une directamente al ligando (Fu et al. 2012). Posteriormente, le
siguen el dominio denominado Hibrido y el PSI (Plexina/semforina/integrina), 4
dominios I-EGF (dominio de las Integrinas similares al Factor de Crecimiento
Epidérmico) ricos en cisteinas y finalmente un dominio denominado “B-tail”’; es
importante hacer notar que el dominio B-I se encuentra insertado en el Hibrido y
este a su vez, en el PSI (Staunton et al. 2006; Luo et al. 2007; Campbell y
Humphries 2011; Fu et al. 2012). De manera similar a la subunidad a, la subunidad

B posee un dominio transmembranal conformado por una unica a-hélice y
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finalmente la terminal carboxilo que se encuentra en el citoplasma (Fu et al. 2012).
Es importante mencionar, que la terminal carboxilo de la subunidad B posee
secuencias de reconocimiento NPXY que le permite la interaccion de las integrinas

con proteinas que posean dominios de tipo PTB (Campbell y Humphries 2011).
1.4.1.2. Funcién Biolbgica y sefializacion intracelular mediada por las integrinas.

Originalmente, se describié que las integrinas tenian un papel estructural en
las células debido a que éstas interactuan en el interior celular con el citoesqueleto
y con la matriz extracelular fuera de las células (Hynes 1992). No obstante, hoy en
dia se ha reportado que las integrinas pueden activar vias de sefalizacién que
regulan funciones como la respuesta inmune, la migracion celular, la expresion de
genes, la sobrevivencia celular y la proliferaciéon (Hynes 1992; Schwartz y Assoian
2001). Estructuralmente, las integrinas son capaces de interactuar con elementos
asociados al citoesqueleto como la actina, la tubulina, la paxilina, la p130CAS, la
talina, la tensina, la vinculina y la sixina (Schwartz 2001; Hynes 2002; Caltagarone
et al. 2007). Las integrinas no poseen una actividad enzimatica intrinseca (Hynes
2002). Por ello, para poder integrar y transmitir sefiales hacia el interior celular, las
integrinas se asocian con cinasas como Syk, FAK, Fyn, PI3K, c-Abl, Csk y Pyk2
(Schwartz y Assoian 2001; Hynes 2002), asi como las proteinas de andamiaje y
adaptadoras Crk, Shc, Grb2 y Nck (Giancotti y Ruoslahti 1999; Schwartz 2001;
Schwartz y Assoian 2001; Hynes 2002). Es importante mencionar que la cinasa de
tirosinas FAK se considera como el regulador central de la sefalizacion asociada a

la activacién de las integrinas (Parsons 2003a; Mitra et al. 2005).

En el sistema nervioso central, la expresion de éstos receptores se presenta
altamente en las sinapsis y espinas dendriticas (Nishimura et al. 1998; Chan et al.
2003b; Gall y Lynch 2004a; Gerrow y El-Husseini 2006; Denda y Reichardt 2007;
Rowan et al. 2007) que indica una posible participacién en la transmision sinaptica.
Las sinapsis, de hecho, se pueden considerar como uniones adhesivas (adhesive
junctions) altamente especializadas para la comunicacién entre neuronas en el
sistema nervioso central. La fuerza de ésta comunicacion puede modificarse

(plasticidad sinaptica), lo cual, representa una caracteristica clave en los cambios

-53-



oL
nH2{1 2] o1 [3]4[5]6]7 ] thigh | caif-1 | cai-2 R C J-cooH
| J
Propela B
nz-{ BT ] N Fe Ry € - coom
| ] L J
| hibrido | I-EGF
PSI
B QL C
- P
ol B oL Jj}
|
Fropela [ _L._
L NH2 Gl
— hibrido II _"
thigh | | Ps: L »]
- A E: N 1 B
calf-1 W o3 1
- == o
Calf-2 B-tail N
B 1) [
™ ! ™ e |
c ! c ! ' :
COOH COOH

Figura 8 — Dominios y estructura de las integrinas. A) Organizacion de los dominios dentro de
la estructura primaria de la subunidad a y 3 de las integrinas (para la descripcién de todos los
dominios revisar el texto). B) Representacion de la estructura terciaria de las subunidades a y 8
en la membrana celular; se puede apreciar la disposicion del dominio al con respecto a la propela
B de la subunidad a y al Bl con los dominios hibrido y PSI de la subunidad B. Note la disposicion
espacial que adoptan la propela B, hibrido y PSI para poder exponer los dominios al y Bl que son
los que unen el ligando. C) Representacién de un heterodimero de una integrina en su estructura
terciaria. e = extracelular; i = intracelular.

celulares que se piensa, son la base del aprendizaje y la memoria (Benson et al.
2000). La participacién de las integrinas en la regulacion de procesos plasticos del
sistema nervioso esta bien documentada; por ejemplo, se conoce que las integrinas
participan en el proceso plastico relacionado con la memoria; conocido como LTP.
En este sentido, se ha reportado que ratones heterocigotos alterados

genéticamente que tienen wuna expresion disminuida de las integrinas,
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particularmente las subunidades a3, a5 y a8, presentan alteraciones tanto en la
LTP como en la memoria espacial (Chan et al. 2003a). De igual manera, la delecion
de la subunidad a3 en ratones promueve un deterioro en la memoria de trabajo
(Chan et al. 2006). Otra evidencia notable de la participacién de las integrinas con
la formacién de la memoria esta reportada en la mosca Drosophila (Grotewiel et al.
1998). En este trabajo la disrupcion de un gen denominado Volado, que codifica
para dos isoformas de la subunidad a de las integrinas, altera el aprendizaje
olfatorio. Otros trabajos que marcan una relacion entre las integrinas con la
memoria, se han enfocado en el estudio de la proteina asociada a integrinas (IAP o
CDA47); esta proteina incrementa la funcién de las integrinas de las familias 1, B2 y
B3 (Brown y Frazier 2001). Los estudios respecto a esta proteina, han reportado
que la expresion de la IAP y la subunidad av de las integrinas, estan relacionadas
con la consolidacion de la memoria en ratas (Huang et al. 1998; Lee et al. 2000).
Mas aun, se ha demostrado que ratones que carecen de la IAP, manifiestan un
deterioro en la memoria y una disminuciéon en la LTP (Chang et al. 1999). El
bloqueo funcional de la IAP también se ha asociado a un deterioro en la memoria,
asi como a una disminucion en la liberacion de glutamato en el hipocampo (Chang
et al. 2001).

1.4.1.3. Las integrinas y la EA.

Existen diversos trabajos que aportan evidencia importante de que las
integrinas pueden estar relacionadas con la EA. Lo que mas llama la atencion, es la
colocalizacion de las integrinas con las placas seniles y neuritas distréficas en los
cerebros de los pacientes con EA. Este mismo fendmeno se ha descrito en
modelos animales con fenotipo tipo EA (Akiyama et al. 1991; Eikelenboom et al.
1994; Van Gool et al. 1994; Grace y Busciglio 2003). Mas aun, se ha reportado que
la AB es capaz de funcionar como un ligando de las integrinas (Sabo et al. 1995;
Wright et al. 2007) y, a través de estos receptores, activa cascadas de sefalizacion
intracelulares que incluyen a la cinasa ERK1/2 (Anderson y Ferreira 2004; Frasca
et al. 2008),, la cinasa FAK (Zhang et al. 1994; Williamson et al. 2002a; Grace y
Busciglio 2003; Frasca et al. 2008), y la cinasa Fyn (Williamson et al. 2002a; Frasca
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et al. 2008). Estas dos ultimas cinasas parecen ser muy importantes para los
efectos de la AR pues a través de un mecanismo relacionado con FAK/Fyn, asi
como por la cinasa PI3K, la AB induce la sobrefosforilacion de la proteina asociada
a microtubulos MAP2c y a la proteina TAU (Williamson et al. 2002a). Otra proteina
cinasa activada por la interaccion AB/Integrinas es la cinasa de tirosinas Pyk2 lo
que lleva a la subsecuente activacion de las proteinas adaptadoras Tsk5/FISH o la
Paxilina; que estan relacionadas con la disfuncién neuronal y la apoptosis (Berg et
al. 1997; Grace y Busciglio 2003; Brown y Turner 2004; Wright et al. 2007).
Finalmente, se ha reportado que la reduccion en la LTP, inducida por la AB esta
mediada por integrinas tanto in vivo como in vitro (Rowan et al. 2007; Wang et al.
2008a).

1.4.2. La cinasa de tirosinas FAK.

La cinasa de adhesién focal (FAK) es una proteina altamente conservada de
125 kDa que se recluta en las adhesiones focales (Abbi y Guan 2002). Una vez que
las integrinas interactuan con las proteinas de la matriz extracelular permiten la
activacion del dominio catalitico de la cinasa (Hayashi et al. 2002). FAK se expresa
de manera ubicua en todos los tejidos celulares, regula la sefializacion activada a
través de las integrinas y las funciones celulares asociadas a estos receptores de
membrana (Parsons 2003b; Mitra y Schlaepfer 2006). Se ha reportado que la
expresion de FAK es especialmente alta en la etapa adulta en el cerebro, en
especifico en la corteza cerebral y el hipocampo (Burgaya et al. 1995). En las
neuronas, se ha encontrado que la cinasa FAK se expresa altamente en las
dendritas, principalmente en el hipocampo, donde se piensa que FAK puede tener
un papel relevante en fendmenos de plasticidad sinaptica como la LTP (Grant et al.
1995).

1.4.2.1. Estructura de la cinasa FAK

La estructura de FAK esta conformada por diferentes dominios que le
confieren una funcion dual (Fig. 9): como cinasa de tirosinas y como proteina de

andamiaje (Parsons et al. 2008). En la terminal amino, FAK esta compuesta por un
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dominio FERM (Proteina 4.1, ezrina, radixina y moesina; por sus siglas en inglés)
posterior a este, se encuentra una secuencia rica en prolinas (PRR1; por sus siglas
en inglés), y después se encuentra el dominio con la actividad catalitica de cinasa
de tirosinas (Parsons et al. 2008). En la porcion carboxilo terminal se encuentran
dos secuencias PRR vy finalmente un dominio FAT (focal adhesion targetin; por sus
siglas en inglés); que en conjunto funcionan como una proteina de andamiaje
(Parsons et al. 2008). EI dominio FERM sirve como sitio de interaccion de diversas
proteinas: como la ezrina, la Arp2/3, la p53 y de receptores de membrana como el
PDGFr, el EGFr y las integrinas (Parsons 2003b; Mitra y Schlaepfer 2006). Las
secuencias PRR funcionan como sitios de reconocimiento de proteinas que
contienen dominios SH3; como la p130Cas, la GRAF y la ASAP1 (Harte et al. 1996;
Taylor et al. 1998; Liu et al. 2002). El dominio FAT es el responsable de que FAK
se ubique en las AF y funciona como una secuencia blanco especifica de
reconocimiento asociada a este tipo de uniones celulares (Parsons et al. 2008).
Esto, debido a que interacciona con proteinas que se encuentran en las AF, como

la paxilina (Hayashi et al. 2002).
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PRR1-4 | - Regiones Ricas en Pralinas Tirosina fosforilada
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FERM| - Dominio “protein 4.1, ezrin, radixin and moesin homology”

Figura 9 — Organizacion de los dominios dentro de la estructura primaria de la cinasa
FAK. La cinasa de tirosinas FAK posee los dominios FERM, FAT, un dominio de cinasa de
tirosinas y tres regiones ricas en prolinas (PRR1-3). En la figura también se muestran los
residuos de tirosinas y lisinas que son importantes para la regulacion de su actividad (ver
texto).
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1.4.2.2. Regulacion de la actividad de la cinasa FAK.

Fisiolégicamente, la cinasa FAK se encuentra en un estado inactivo debido a
que los dominios FERM y el dominio catalitico se asocian creando una estructura
cerrada que bloquea el sitio activo de la cinasa (Lietha et al. 2007). Es la
interaccion de FAK con el extremo carboxilo de las integrinas lo que promueve el
desacople de éstos dominios liberando asi su actividad catalitica (Lietha et al.
2007). Esta interaccion promueve también la fosforilacion de la tirosina (Y) 397
creando asi un motivo estructural que permite la interaccion de FAK con cinasas de
la familia Src (SFK; por sus siglas en inglés); a través del dominio SH2 que
reconoce tirosinas fosforiladas (Schaller et al. 1994; Parsons 2003b). Esta
interaccioén activa a las SFK (Src o Fyn) quiénes, a su vez, fosforilan otros residuos
de tirosinas en la cinasa FAK aumentando tanto su capacidad catalitica como su
funcion como proteina adaptadora (Lietha et al. 2007). Esta interaccion FAK-SFK
genera un complejo enzimatico que desencadena procesos de sefalizacion que
regula funciones celulares como la reorganizaciéon del citoesqueleto de actina, la
adhesion celular, migracion, proliferacion, diferenciaciéon y la sobrevivencia
(Schaller et al. 1994; Parsons y Parsons 2004; Lietha et al. 2007; Parsons et al.
2008).

1.4.2.3. La cinasa FAK y la EA.

Una de las evidencias sdlidas de que la cinasa FAK puede estar involucrada
en la EA es la presencia de niveles altos de la cinasa activada en cerebros de
pacientes con la EA (Grace y Busciglio 2003). Ademas, se ha reportado incremento
en la fosforilacién de FAK inducido por la A tanto en neuronas (Zhang et al. 1994;
Zhang et al. 1996b; Williamson et al. 2002a; Grace y Busciglio 2003) como en la
microglia (McDonald et al. 1997). Por ejemplo, se ha reportado que la AB es capaz
de aumentar la forma activa de la cinasa FAK en las lineas celulares SH-SY5Y vy
B103; ambas derivadas de neuroblastoma de humano y rata respectivamente
(Zhang et al. 1994). En cultivos primarios de neuronas de rata se ha observado
también un aumento en la forma activa de FAK cuando éstas son tratadas con la

AB (Grace y Busciglio 2003). Mas aun, se ha demostrado que la A incrementa no
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solo la forma activa de FAK sino, también, su asociacion con otra cinasa de
tirosinas implicada en la EA, la cinasa Fyn (Zhang et al. 1996a). Resultados
similares se han reportado en cultivos primarios de neuronas de humano donde la
AB induce un aumento en la forma activa de FAK y su asociacién con la cinasa Fyn
(Williamson et al. 2002a). Ademas, en este estudio también se encontré que la AR
induce un aumento en la fosforilacion de la proteina tau a través de un mecanismo

dependiente de la cinasa Fyn.
1.4.3. La cinasa de tirosinas Fyn.

La cinasa Fyn es una proteina de 59 kDa y es miembro de la familia src de
cinasas de tirosinas (Resh 1998). Fyn esta involucrada en diversas funciones
celulares como la diferenciacion de los oligodendrocitos (Osterhout et al. 1999) o
como elemento de la via de sefalizacidn activada por las uniones estrechas (Beggs
et al. 1997). También juega un papel muy importante en la senalizacién de las
células T del sistema inmune (Gauen et al. 1994) y en la LTP (Grant et al. 1992;
Kojima et al. 1997).

Como resultado del mecanismo de “splicing” alternativo, la cinasa Fyn se
expresa en dos isoformas (Resh 1998). En las células T del sistema inmune, el
exoén 7B produce la isoforma Fyn(T), mientras que en el sistema nervioso central y
otros tejidos el exdn 7A origina la isoforma Fyn(B). La diferencia entre ambas
isoformas es de 50 aminoéacidos y se ubica entre los dominios SH2 y el catalitico
(Resh 1998).

1.4.3.1. Estructura y regulacion de la actividad de la cinasa Fyn.

La estructura de la cinasa Fyn es muy similar a los otros miembros de la
familia de src (Fig. 10) (Resh 1998; Tatosyan y Mizenina 2000; Parsons y Parsons
2004). En la terminal carboxilo se encuentra la tirosina 530 que regula su actividad
catalitica y posteriormente, se localiza un dominio con actividad catalitica de cinasa
de tirosinas (Resh 1998). En la regién central, la cinasa posee dos dominios
moduladores SH. El dominio SH2 reconoce tirosinas fosforiladas con la secuencia

consenso pTyr-Glu-Glu-lle y el dominio SH3 reconoce regiones ricas en prolinas
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con la secuencia consenso Pro-X-X-Pro (Resh 1998). Entre los dominios catalitico
y el SH2 se encuentra una region denominada Hélice Tipo Il de Poliprolinas que es
importante para la regulacion de la actividad de la cinasa Fyn (Resh 1998). En la
terminal amino la cinasa Fyn posee un dominio SH4 que contiene el motivo Met-
Gly-Cys que regula la union de la cinasa a la membrana plasmatica a través de una
reaccion de acilacién por miristato y palmitato de la Met y Cys respectivamente
(van't Hof y Resh 1997; Resh 1998). Entre los dominios SH4 y SH3 se encuentra
una secuencia unica que le da su identidad a cada cinasa (Tatosyan y Mizenina
2000) y se ha sugerido que esta secuencia es la responsable de la interaccion de la
cinasa Fyn con ciertos receptores y proteinas especificos (Thomas y Brugge 1997).
Como dato adicional, se sabe que esta cinasa es sintetizada y miristolizada, en la
terminal amino, en polisomas citosélicos, para después ser dirigida hacia la

membrana celular donde es palmitoilada (Resh 1998).

La actividad de Fyn, al igual que las otras cinasas que pertenecen a la
familia src, es regulada a través de dos mecanismos (Tatosyan y Mizenina 2000).
El primero consiste en la interaccion de la tirosina fosforilada ubicada en su
terminal carboxilo con el dominio SH2 que evita que el dominio catalitico quede
expuesto (Tatosyan y Mizenina 2000). En el segundo mecanismo el dominio SH3
interactua con la Hélice Tipo Il de Poliprolinas formando una estructura cerrada que

también evita que el dominio catalitico interactue con sus sustratos (Resh 1998).
1.4.3.2. Formacion del complejo enzimatico FAK/Fyn.

La cinasa Fyn es capaz de interactuar con FAK a través de su dominio SH2
formando un complejo enzimatico estable (Fig. 11); que promueve
subsecuentemente la activacion de Fyn (Schaller et al. 1994; Xing et al. 1994). Con
la formacion del complejo FYN/FAK, la cinasa Fyn puede regular la sefalizacion a
través de la fosforilacion de FAK, lo que aumenta la actividad de la enzima y, por
otro lado, genera motivos estructurales que son reconocidos por otras proteinas
(Schaller et al. 1994; Schaller y Parsons 1994; Schlaepfer y Hunter 1996).
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Figura 10 — Organizacion de los dominios dentro de la estructura primaria de la
cinasa Fyn. La cinasa de tirosinas Fyn posee una estructura similar a los demas miembros
de la familia de cinasas src. Posee dominios SH2, SH3 y SH4, ademas del dominio
catalitico de cinasa de tirosinas y un dominio PPII. La cinasa Fyn posee un dominio que se
denomina uUnico y éste distingue a cada uno de los miembros de la familia src. En la
terminal amino, la M1 pasa por un proceso de miristoilacion y la C3 de palmitoilacion que le
permite a Fyn asociarse a la membrana celular. También se muestran las tirosinas 419 y
530 que son importantes para su regulacion.

1.4.3.3. La cinasa Fyn y la EA.

De entre las evidencias bioquimicas que apoyan la hipotesis de que Fyn
participa en los efectos de la AR se encuentran: La sobreexpresion de esta cinasa
en cerebros de pacientes con EA (Shirazi y Wood 1993; Ho et al. 2005b) y el
incremento en la fosforilacion de sustratos especificos de la cinasa Fyn, incluida la
proteina Tau, en presencia de AB (Zhang et al. 1996a; Lee 2005; Hernandez et al.
2009; Roberson et al. 2011). Ademas, hay evidencias funcionales de que Fyn esta
implicada en las alteraciones en la fisiologia neuronal que produce la AB. Por
ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresion de Fyn en ratones transgénicos
que presentan un fenotipo tipo EA, aumenta los efectos sinaptotoxicos de la AR y
altera la memoria espacial (Chin et al. 2004a; Chin et al. 2005) y, por otra parte la
ausencia de Fyn, previene la mortalidad prematura de estos ratones (Chin et al.

2004b). Ademas, cultivos primarios de neuronas provenientes de ratones carentes
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Complejo enzimatico

Sefializacion

Figura 11 — Formaciéon del complejo enzimatico FAK/Fyn. A) cinasa FAK en su estado
inactivo, una vez que se inicia la sefializacion a través de las integrinas, la interaccion del dominio
FERM con el dominio citoplasmatico de las integrinas permite que se libere el dominio catalitico.
B) Una vez liberado el sitio catalitico existe una autofosforilacion de la tirosina 397 (pY397) que
funciona como motivo estructural para el dominio SH2 de la cinasa Fyn. Cuando interactdan la
pY397 y el SH2, se libera también el dominio catalitico de Fyn. C) Posteriormente, FAK fosforila a
Fyn en la Y419 aumentando su capacidad catalitica. Fyn es capaz de fosforilar las tirosinas 576,
577, 861 y 925; que aumentar la capacidad catalitica de FAK y ademéas genera motivos
estructurales de pTyr que pueden ser reconocidos por otras proteinas con dominios SH2.

de Fyn son resistentes al efecto neurotoxico de la AR (Williamson et al. 2008) en
un mecanismo que involucra a las balsas lipidicas en la membrana celular
(Williamson et al. 2008; Hernandez et al. 2009). Por otra parte, se ha demostrado

que los efectos neurotoxicos de la AB soluble se ven bloqueados en neuronas que
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carecen de la cinasa Fyn (Lambert et al. 1998). Otros trabajos han demostrado
también que la interaccion entre la AR con la proteina pridnica celular (PrPC)
induce una disminucion en las espinas dendriticas a través de la activacion de la
cinasa Fyn (Um et al. 2012; Um vy Strittmatter 2012). Finalmente, se ha reportado
que la inhibicién de la actividad espontanea del hipocampo provocada por la AR

esta ausente en ratones carentes de la cinasa Fyn (Pena et al. 2010).
1.4.4. La cinasa de serinas/treoninas GSK3

La cinasa 3 de la glicégeno sintetasa (GSK3; por sus siglas en inglés) es una
cinasa de serinas/treoninas que inicialmente fue descrita como una enzima
reguladora del metabolismo celular, debido a que fosforila e inhibe a la enzima
glicégeno sintetasa (Embi et al. 1980). No obstante, la GSK3 actua como una
enzima central que regula diversas vias de sefalizacion (Grimes y Jope 2001;
W oodgett 2001) asociadas a diversas funciones celulares como el metabolismo del
glucogeno (Embi et al. 1980; Orena et al. 2000; Grimes y Jope 2001), la regulacion
del ciclo celular (Ryves y Harwood 2003), la sobrevivencia (Pap y Cooper 1998;
Pap y Cooper 2002; Maurer et al. 2014) y la proliferacion (Force y Woodgett 2009;
Shin et al. 2011). Es importante mencionar que las vias de sefalizacién en las que
participa la cinasa GSK3 asociadas a un mal funcionamiento de la enzima han sido
involucradas en el desarrollo de diversos tipos de enfermedades desde somaticas,
como la diabetes (Nikoulina et al. 2000; Henriksen et al. 2003; Henriksen y Dokken
2006) y el cancer (Polakis 2000; Taipale y Beachy 2001; Manoukian y Woodgett
2002); hasta neuroldgicas, como el desorden bipolar (Detera-Wadleigh 2001; Gould
y Manji 2002), la esquizofrenia (Koros y Dorner-Ciossek 2007) y la EA (Balaraman
et al. 2006; Hooper et al. 2008; Kremer et al. 2011). La GSK3 se expresa en todos
los tejidos celulares, sin embargo, en el sistema nervioso central se encuentra su

nivel mas alto de expresion (Woodgett 1990; Leroy y Brion 1999).
1.4.4.1. Estructura de la GSK3.

Existen dos isoformas de esta cinasa que se codifican en distintos genes; la

GSK3a y la GSK3B que poseen una masa de 51 y 47 kDa respectivamente
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(Woodgett 1990). La estructura de la GSK3 es muy similar en ambas isoformas
(Fig. 12) (Doble y Woodgett 2003), la diferencia principal entre ellas radica en la
terminal amino de la GSK3a que posee una region extra rica en glicinas (Woodgett
1990). En general, se ha descrito que la GSK3 posee una regién amino, un dominio
catalitico de cinasa de serinas/treoninas y una terminal carboxilo (Doble y Woodgett
2003). Adicionalmente, en el dominio catalitico se ubica un pequeno dominio de
union (BD; por sus siglas en inglés) que le permite a la GSK3 interactuar con otras

proteinas y sustratos (Doble y Woodgett 2003).

0}
NH2= Gly-Rich CINASA =COOH
21 279
5
B NH2= CINASA = COOH

9% i%zm

Figura 12 — Organizacion de los dominios dentro de la estructura primaria de la
cinasa GSK3. Tanto la isoforma a como 3, estan conformadas por 3 dominios principales,
el dominio amino-terminal, el dominio de cinasa de serinas/treoninas y el carboxilo-
terminal. La isoforma a, ademas, posee una region rica en glicinas en el extremo amino. Se
muestran las serinas 21 y 9, asi como las tirosinas 279 y 216 de la GSK3a y GSK3p,
respectivamente. Estos residuos animoacidicos son relevantes para la regulacion de la
actividad de la cinasa.

1.4.4.2. Regulacion de la actividad de la GSKS.

La GSK3 esta constitutivamente activa en las células (Doble y Woodgett
2003) y es regulada negativamente por la via de PI3K/Akt a través de la
fosforilacion de las serinas 9y 21 (GSK3a y GSK3p respectivamente) en la terminal
amino (Plyte et al. 1992; Cross et al. 1995). De manera contraria, la fosforilacién en
las tirosinas 216 (GSK3a) y 279 (GSK3f) aumenta la actividad de estas enzimas

(Hughes et al. 1993). La fosforilacion de las tirosinas mencionadas si bien no es un
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requisito para la activacién de la cinasa GSK3, y, no altera negativamente su
funcion catalitica, si aumenta la eficiencia de fosforilacion de la misma (Thomas et
al. 1999; Dajani et al. 2001). La fosforilacion de las serinas 9 y 21 de la GSK3a/j,
respectivamente, crea un pseudosustrato que se une intramolecularmente al
dominio catalitico de la cinasa inhibiendo asi su actividad catalitica (Thomas et al.
1999).

La secuencia consenso que reconoce la GSK3 en sus sustratos es Ser/Thr-
X-X-X-pSer/pThr, siendo el primer residuo el aminoacido blanco de fosforilacion
(Doble y Woodgett 2003). Adicionalmente la fosforilacion de los sustratos de la
GSK3 puede requerir una fosforilacion previa del ultimo aminoacido en la secuencia
de reconocimiento que funciona como “primer’ (Fiol et al. 1988; Dajani et al. 2001).
Dicho residuo es fosforilado de manera independiente a la GSK3 por las cinasas
CKIl y CKIl, principalmente (Fiol et al. 1988; Fiol et al. 1990; Flotow et al. 1990;
Grimes y Jope 2001). Aunque la fosforilacion del aminoacido primer no es
estrictamente necesaria para que la GSK3 pueda fosforilar a sus sustratos, ésta
incrementa de 100 a 1000 veces la eficiencia de la subsecuente fosforilacién
(Thomas et al. 1999).

1.4.4.3. La cinasa GSK3 y la EA.

Existen evidencias de la participacion de la cinasa GSK3B en la
fisiopatologia de la EA (Balaraman et al. 2006; Hooper et al. 2008; Kremer et al.
2011). Por ejemplo, se ha observado un incremento tanto en la actividad de la
GSK3B en la corteza frontal (Leroy et al. 2007), como en su expresion en el
hipocampo de pacientes con la EA (Blalock et al. 2004). EI cambio en la expresién
de la GSK3pB se ha observado también en sinaptosomas derivados de cerebro de
pacientes con la EA (Pei et al. 1997). También, se ha reportado que un
polimorfismo en el promotor del gen que codifica para la GSK3p es un factor de
riesgo para el desarrollo posterior de la enfermedad (Mateo et al. 2006). Por otra
parte, se ha observado una disminucion en la muerte neuronal inducida por la A
cuando se utilizan oligonucleétidos especificos para evitar la expresion de la
GSK3pB (Takashima et al. 1993) y que la neurotoxicidad mediada por la GSK3-83,
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asi como la sobrefosforilacién de la proteina Tau, dependen de la actividad de la
cinasas fosfatidil inositol 3 (PI3K, por sus siglas en inglés) (Takashima et al. 1996).
Mas aun, la inhibicion farmacoldgica de la GSK3 con litio y el inhibidor VIII de la
GSK3p, previene la sobrefosforilacion de Tau y muerte neuronal mediada por la AR
(Alvarez et al. 1999; Koh et al. 2008). Finalmente, resultados recientes del
laboratorio han demostrado que la AR es capaz de inhibir las oscilaciones beta-
gamma en la corteza entorrinal a través de un mecanismo que requiere a la cinasa
GSK3p (Pena-Ortega et al. 2012).
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Alzheimer’s Disease International, en su informe anual del afio 2010,
reportd que la prevalencia de demencia (entre ellas la EA) en la poblacién mundial
era de un 5% a 7% y de 7.3% para Latinoamérica. Esta cifra representa que 35.6
millones de personas alrededor del mundo padecia demencia en el 2010. Dicha
cantidad se duplica cada 20 afios de manera que en 2030 serian alrededor de 65.7
millones pacientes con demencia y para el 2050 seran 115.4 millones pacientes
demenciados (International 2010). En base a estos datos y al incremento en la
esperanza de vida, se estima que las enfermedades neurodegenerativas asociadas
a la edad, como la EA, representaran un problema de salud publica importante. Por
este motivo, estudiar los mecanismos que subyacen al inicio de la EA cobra interés

para el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan combatirla.

Actualmente, los mecanismos que subyacen al inicio y al desarrollo de la EA
son desconocidos. No obstante, se tiene evidencia de que los oligdmeros solubles
de la AB son las responsables del deterioro cognoscitivo en etapas tempranas de la
enfermedad. Mas aun, actualmente, se conoce que los oligdmeros de la AB son
capaces de alterar procesos plasticos de las sinapsis y también pueden alterar la
funcionalidad de las redes neuronales como las oscilaciones hipocampales; que
son fundamentales para los procesos de memoria y aprendizaje. Sin embargo, a
pesar de que existe mucha informacién que muestra las alteraciones que la AB
produce en la actividad de las redes neuronales, a la fecha se desconoce el efecto
de la AB sobre la dinamica de las redes neuronales; los efectos especificos de la
AB sobre los distintos tipos neuronales asi como los mecanismos celulares y
moleculares a través de los cuales la AB media sus efectos deletéreos. Hace falta
integrar los efectos que la AR produce sobre las distintas poblaciones de neuronas
y determinar el tipo de dinamica que la red adopta en las condiciones patoldgicas
inducidas por la AB. De la misma forma, el mecanismo molecular a través del cual
la AB puede estar alterando la funcionalidad de la red neuronal del hipocampo no

esta bien descrito aun. Debido a esto, resulta importante estudiar los mecanismos
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que subyacen a sintomas especificos de la EA para eventualmente desarrollar
tratamientos que permitan prevenir y/o minimizar el impacto de la EA sobre la salud

publica.

De acuerdo a la evidencia citada en los antecedentes, el objetivo de ésta
tesis se basd en las siguientes preguntas: ;Puede la AB alterar la actividad
espontanea del hipocampo?, ;De qué manera la AB soluble (oligébmeros) altera la
funcionalidad y dinamica del circuito hipocampal? y ¢La via de senalizacion
intracelular Integrinas/FAK/Fyn/GSK3B participa en el efecto de la AR sobre la

actividad espontanea poblacional del hipocampo?

3. HIPOTESIS

La proteina B amiloide afecta la funcionalidad y la dinamica de la red neuronal del
hipocampo a travées de la via de  sefalizacion intracelular
Integrinas/FAK/Fyn/GSK3.

4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la AB sobre la funcionalidad y la dinamica de la red
neuronal del circuito del hipocampo asi como la participacion de la via de

sefnalizacion Integrinas/FAK/Fyn/GSK3[ en dicho efecto.
4.1. Objetivos especificos

Caracterizar el efecto de la AB sobre la actividad poblacional del hipocampo

a través de registros de campo.

Determinar los efectos de las AB sobre la dinamica de la red neuronal del
hipocampo a través de imagenes funcionales multineuronales. Asi como la

participacion de la cinasa Fyn en dicho efecto.

Determinar la participacion de la via Integrinas/FAK/Fyn/GSK3B en los
efectos de la AB sobre la actividad poblacional del hipocampo a través de

experimentos farmacoldgicos y con la técnica de western blot.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Animales

Para los experimentos se utilizaron ratones macho de las cepas Swiss
Webster (SW), 129/SvimJ (WT) y 129/SvimJ knock out para la cinasa Fyn (Fyn
KO). Ademas, se emplearon ratones macho triple transgénicos con fenotipo EA
(3XTgAD) que poseen tres genes mutantes: APPgswe, PSluw146v Y taupspr. EI manejo
de los animales y los protocolos experimentales fueron evaluados y aprobados por
el comité local de ética y manejo de animales de nuestras Instituciones y siguieron
las regulaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado
de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

5.2. Oligomerizacion y caracterizacion de la AB.

El protocolo de oligomerizacion de la AP se realizd siguiendo las
indicaciones de Klein y colaboradores (Klein 2002) basadas en el protocolo de
Lambert y colaboradores (Lambert et al. 1998). De manera general, la AB fue
incubada con 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a una concentracion final
del péptido de 1mM, por 60 min, a temperatura ambiente (TA). La solucién fue
posteriormente evaporada (a TA) para remover todo el HFIP durante un periodo de
aproximadamente 18 hrs. Acto seguido, el péptido fue resuspendido en una
solucién 5 mM de DMSO al 100% y posteriormente se diluyé en medio F12 (sin rojo
fenol) a una concentracion final de 100 yM. Esta solucién se incubd por 24 hrs a 4-
5 °C y se centrifugo, en frio (4°C), a 14, 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
(la fase donde quedan los oligémeros) fue alicuotada y usada directamente en los
experimentos como se describe mas adelante. Con el objetivo de conocer la
composicién de la solucion oligomerizada, se caracterizé mediante electroforesis
en poliacrilamida (SDS-PAGE). Las muestras de dicha solucién fueron corridas en
un gel y tefiidas con un protocolo de tincion con plata (Fig. 13; Vilchis-Landeros et
al., 2001).
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= ~15 kDa
= ~1(] kDa

Figura 13 — Composicion de la solucion de AP
oligomerizada (ABo). El gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) tratado con la tincion de plata, muestra los
diferentes niveles de agregacion de la solucion de
AB.4, oligomerizada utilizada en el presente
trabajo (m = mondmeros; o = oligdmeros). A la
derecha del gel se muestra el peso en kDa de los
marcadores de peso molecular.

5.3. Obtencion de rebanadas de hipocampo.

Para la obtencion de rebanadas de cerebro, se utilizaron ratones macho de
las cepas SW, WT y Fyn KO. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sédico via intraperitoneal (63 mg/Kg). Previo a la obtencién del cerebro, los
animales fueron perfundidos transcardialmente con liquido cefaloraquideo artificial
modificado (LCRAm) con un pH de 7.4. EI LCRAm contiene (en mM): 238
sacarosa, 30 D-glucosa, 25 NaHCOg3, 3 KCI y 2.5 MgCl,. La solucion se mantuvo
fria y gaseada constantemente con una mezcla de 95% O, y 5% CO» (carbogeno).
Una vez finalizada la perfusién, los animales fueron decapitados y el cerebro fue
extraido y disecado en frio. Uno de los hemisferios se pegd a un bloque de agar
con una inclinacion de 30° con respecto a la navaja de corte. Con el uso de un

vibratomo, se obtuvieron rebanadas transversales de hipocampo de un grosor de
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350-400 um. Las rebanadas obtenidas se dejaron recuperar, al menos, durante una
hora y media a temperatura ambiente, antes de ser transferidas a una camara de
registro perfundida con LCRA normal que contenia (en mM): 119 NaCl, 30 glucosa,
25 NaHCO3, 3 KCI, 1 MgCl, y 1.5 CaCl,. El pH (7.4) y la oxigenacion se mantuvo

constante por gaseo con carbégeno a una temperatura de 30°-32°C.
5.4. Cultivos organotipicos de hipocampo.

Para la obtencién de los cultivos se utilizaron ratones macho de las cepas
WT, Fyn KO y 3xTgAD de entre 2 y 6 dias de edad. Los cerebros fueron extraidos
dentro de una campana de flujo laminar, por decapitacion y disecciéon en una
solucion Hank's fria, que contiene las siguientes concentraciones de iones (mM):
NaCl 137, KCI 5.4, NaHCO3 4.2, Glucosa 15; pH de 7.4. Una vez obtenidos los
hemisferios; se hicieron rebanadas de cerebro de 400 um de espesor en un
chopper. Una vez obtenidas las rebanadas, se disectd el hipocampo y colocé sobre
insertos para cultivos organotipicos (Millicell, 0.4 um de poro), los cuales fueron
previamente situados en placas de cultivo de 6 pozos. Posteriormente se agregd
1.2 ml de medio basal de Eagle (Sigma) adicionado con 20 % de suero de caballo
(Sigma) y .5 % de penicilina/estreptomicina (Gibco) a cada pozo y se colocaron en
una incubadora a una temperatura de 37°C con 5% de CO,. Cada tercer dia se

hizo cambio de medio de cultivo hasta el dia del experimento.
5.5. Registro electrofisiolégico de hipocampo in vitro

Los registros poblacionales de campo se llevaron a cabo en la region CA1
del hipocampo. Para ello se usaron electrodos extracelulares de borosilicato con
una resistencia de 400 a 600 kQ, rellenados con LCRA, los cuales fueron
colocados sobre la superficie de la capa piramidal de la regién CA1 del hipocampo.
La senal fue amplificada y filtrada (pasa-altas, 0.5 Hz; pasa-bajas. 1.5 Khz)
utilizando un amplificador AC de banda ancha (Grass Instruments, Quincy, MA,
U.S. A.). La actividad espontanea del hipocampo en condiciones control se registro
por 15-20 minutos. Tiempo transcurrido, se adicion6 la AB oligomerizada (ABo) o

los tratamientos farmacoldgicos correspondientes. El tiempo de tratamiento con los
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distintos farmacos (descritos posteriormente) fue de 1 hr y de la ABo fue de 40 min.
Al término del experimento se adiciond lidocaina (1 mM) para bloquear la actividad

neuronal, como un control de la viabilidad de la rebanada.
5.6. Imagenes funcionales multineuronales

Se utilizaron cultivos organotipicos que fueron incubados en liquido
cefalorraquideo artificial adicionado con Fluor-4 AM (10 uM) y 0.1% dimetilsulfoxido
(DMSO). El tejido se dej6 incubar, en ausencia de luz, por un lapso de 20 a 30
minutos y posteriormente se coloco en la camara de registro a una temperatura de
31 °C en constante perfusion con liquido cefalorraquideo artificial y gaseado con

una mezcla de carbégeno (95% O, 5% CO).

Para medir la epifluorescencia se utilizé6 un microscopio Nikon Eclipse
E600FN, integrado a una camara Cool Snap ES (Photometrics), y alimentado con
luz proveniente de una lampara de xenon (Sutter Instrument Company). La
excitacion del fluoréforo es controlada con un disparador Lambda 10-B/Smart
Shutter (Sutter Instrument Company). El disparador, a su vez, esta conectado a
una PC, que lo controla y toma las imagenes con el programa RS Image (Roper
Scientific). Se tomaron videos de epifluorescencia en condiciones control y 30

minutos posteriores a la aplicacion de AR 10 nM.
5.7. Western blot

Los experimentos de western blot se realizaron con muestras de extractos
totales de rebanadas de hipocampo en las diferentes condiciones experimentales
realizadas. El hipocampo se disectdé de rebanadas de cerebro obtenidas con el
protocolo antes descrito, éstas se dejaron reposar durante al menos 40 min en una
camara de recuperacion con mLCA gaseado constantemente con carbdgeno.
Posteriormente se colocaron los hipocampos en la camara de registro y se
realizaron los tratamientos. Finalizado el tratamiento se colocaron los hipocampos
en 500 ml de solucion de lisis y se homogenizo el tejido en la misma. Las muestras
lisadas se centrifugaron a 2,000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se

recuperd y guardo en el ultracongelador. Para la electroforesis, las muestras se
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separaron en un gel de poliacrilamida al 10-12%, se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa, se bloqued con leche al 7.5% y se incubaron con el anticuerpo
primario anti-pTyr-GSK3-a[279]/B[216] o el anti-pSer-GSK3-a[9]/B[21] a una
dilucion de 1:1,000 durante toda la noche a 4°C con agitacion constante. Las
bandas inmunoreactivas se visualizaron usando el kit de quimioluminiscencia de
Santa Cruz Biotecnology. Posteriormente se realizd un “stripping” y la misma

membrana se bloqued e incubd con los anticuerpos anti-GSK3p y anti GSK3a.
5.8. Andlisis de datos
5.8.1. Registros de campo

Los registros fueron digitalizados a 3 — 9 KHz y guardados en una
computadora personal con un sistema de adquisicion de National Instruments
(Austin, TX, U.S.A.) y un sistema de software disefiado en el lenguaje del programa
LabView (Lemus-Aguilar et al. 2006). Posteriormente, los registros obtenidos de los
experimentos fueron analizados “off-line” en una computadora personal. Para
analizar los registros poblacionales se llevé a cabo un andlisis de potencia
espectral mediante el uso de la Transformada Rapida de Fourier. Para ello se
tomaron 5 segmentos de 5 segundos cada uno, espaciados 40 segundos entre
cada toma. Los datos se analizaron con una ventana Hamming en el programa
Clampfit (Molecular Devices). El espectro de potencia de 1 a 60 Hz resultante fue
integrado y graficado para cuantificar la potencia total del registro. Los datos se
muestran como la actividad bioldgica (ver Fig. 14). La actividad biolégica es el
resultado de la resta de potencia integrada de la actividad total en condiciones

control menos la actividad registrada con la lidocaina.
5.8.2. Western blot

Para el analisis de los resultados de esta seccion, se tomaron escaneados
de las placas fotograficas que se utilizaron para revelar la sefial de
quimioluminiscencia. Se utilizé el software Imaged v1.46r, (National Institutes of
Health, USA) para calcular la densidad optica (Den.Op.) de las bandas

correspondientes a la GSK3a/p y Akt. En ambos casos, se dividié el valor de la
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Den.Op. de las formas fosforiladas entre el valor de la proteina total y se graficod
dicho valor en unidades arbitrarias (u.a.).
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Figura 14 — Representacion del analisis de la actividad biolégica. A) Registros
electrofisiologicos de campo de la actividad espontanea de la region CA1 del hipocampo en
condiciones control (negro) y posterior a la aplicacion de lidocaina (1mM; gris). B) Espectros de
potencia de la actividad total de las condiciones en A. C) Cuantificaciéon de la potencia integrada
total del experimento representado en A. D) Cuantificacion de la potencia integrada de la
actividad biolégica. La actividad bioldgica es el resultado de la resta de potencia integrada de la
actividad total en condiciones control (negro) menos la actividad registrada con lidocaina (gris).
Biolégicamente, la actividad biolégica representa la actividad eléctrica de las neuronas resultado
de potenciales de accion y la transmision sinaptica. La actividad registrada con la lidocaina es el
resultado de ruido eléctrico de origen no-bioldgico.

5.8.3. fMCI

El procesamiento de las imagenes obtenidas se realizd con el software

ImagedJ v1.46r, asi como programas escritos en IDL (Carrillo-Reid 2008) y Matlab
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(the Math-Works, Inc, Natick, MA). El analisis de la dinamica de la red neuronal se
realiz6 de acuerdo a lo reportado por Carrillo y colaboradores (2008) y a
continuacion se describe (Para una mejor revision ver (Carrillo-Reid 2008; Jaidar-
Benavides 2010). Todas las células activas fueron identificadas de manera
semiautomatica y la media de la fluorescencia fue calculada en funcion del tiempo.

El ruido de pixeles aislados fue descartado utilizando un filtro de 5 pixeles de radio.

Las sefales de fluorescencia, dependientes de calcio, fueron computadas
como (Fi — Fo)/Fo, donde Fi es la intensidad de la fluorescencia en cualquier
imagen y Fo es la fluorescencia de fondo. Los transitorios de calcio fueron
detectados basandose en un valor umbral fijo (2.5 veces la desviacion estandar del
valor del ruido) dado por la primera derivada de las sefales de calcio (Carrillo-Reid
2008). Los transitorios se inspeccionaron manualmente para eliminar artefactos y
sefales de calcio de origen glial (Sasaki et al. 2007; Carrillo-Reid et al. 2008; Jaidar
et al. 2010).

Para determinar si la actividad de la red neuronal estaba correlacionada, se
cuantificé el numero de eventos simultaneos de cada célula por experimento. Para
descartar los eventos ocurridos de forma simultanea que ocurren debido al azar se

realizaron simulaciones de Monte Carlo con 1000 repeticiones (Carrillo-Reid 2008).

El grado de correlacién entre las células activas durante un experimento se
calculd utilizando el coeficiente de correlacion de Jaccard. Este coeficiente mide
eventos con correlaciones simétricas; es decir, el grado de correlacion entre un par
de neuronas es el mismo no importando cual se tome como referencia. Con este
analisis se construyeron mapas de correlacion donde se representan la distribucion
espacial de las neuronas y se dibuja una linea que las une si estan
correlacionadas. El grosor de la linea indica el grado de correlacién entre cada par
de células. También se construyeron graficas de pseudocolor que permite observar

directamente el grado de correlacion.

Para la identificacion de los picos de actividad sincrénica se tomé como

umbral, que dichos picos sobrepasaran 3 veces la desviacion estandar de la
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actividad sincronica total por condicidn experimental. Los picos que cumplian esta

caracteristica se utilizaron para un analisis posterior.

Para la reconstruccién de la dinamica de la red neuronal se construyeron
matrices multidimensionales de AxB; donde A representa el numero de neuronas
activas durante un experimento y B denota el disparo de las neuronas durante una
ventana de tiempo determinada (Carrillo-Reid 2008). De esta forma, los picos de
actividad sincronica fueron vectorizados, donde cada vector corresponde a la suma
de diferentes transitorios de calcio de distintos elementos (células) de la red
neuronal en un momento dado. Por lo tanto, cada vector representa un patrén de
actividad dado por la suma de cada elemento de la red neuronal que corresponde a

un estado de la misma en funcion del tiempo (Carrillo-Reid 2008).

Para buscar patrones de actividad similares dentro la dinamica de la red, se
midié el indice de similitud entre los vectores calculando el producto interno de
cada par de vectores (Sasaki et al. 2007; Carrillo-Reid et al. 2008). EI producto
interno entre dos vectores representa la proyeccién espacial de un vector sobre el
otro; es decir, el valor obtenido de este producto indica que tan similares son entre
si un par de vectores (Sasaki et al. 2007; Carrillo-Reid et al. 2008). Este valor se
obtiene mediante el calculo del coseno del angulo formado entre los vectores; si el
valor del coseno es de 1 significa que los vectores son completamente iguales vy si
es 0 que son completamente distintos (Carrillo-Reid 2008). Después se construyd
una matriz de pseudocolor donde se puede observar el indice de similitud de cada
par de vectores en funcidon del tiempo; donde aquellos vectores que presentan
dinamicas similares se pueden observar como estructuras cuadradas en la matriz
(Carrillo-Reid 2008).

Para un mejor estudio de la dinamica de la red neuronal, se utilizo el
algoritmo de reduccion dimensional denominado agrupamiento local linear (LLE,
por sus siglas en inglés: Locally Linear Embedding). Este algoritmo permite realizar
reducciones dimensionales en sistemas no lineales y tiene la ventaja de que
conserva la estructura del sistema analizado (Roweis y Saul 2000; Brown et al.

2005b). Una vez aplicado, los vectores que representan la dinamica de la red
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neuronal se proyectan en un espacio bidimensional en el cual, cada punto
representa un vector en un periodo de tiempo determinado. Los vectores que son
similares seran proyectados de forma adyacente generando conjuntos que
representan dinamicas similares. Las lineas que conectan los conjuntos de
vectores indican las trayectorias seguidas por la actividad sincrénica de los
diferentes estados de la red (Carrillo-Reid et al. 2008).

Para separar de forma 6ptima a los grupos de vectores y definir los estados
funcionales de la red neuronal, se utilizaron algoritmos de agrupamientos estrictos
y difusos, tomando en consideracion el indice de Dunn como medida en la funcidn
de validez (Sasaki et al. 2007). Para identificar las neuronas que pertenecen a cada
estado de la red, se utilizaron algoritmos de agrupamiento jerarquico, utilizando
distancias euclidianas y el método del vecino mas cercano (Carrillo-Reid et al.
2008).

5.9. Analisis estadistico

Para todos los datos, se aplicaron las pruebas de normalidad “KS normality
test” y “D'Agostino & Pearson omnibus normality test” para calcular la distribucion
de los datos. Posteriormente, de acuerdo a la naturaleza de los datos y a los
resultados de las pruebas de normalidad, se aplicaron las pruebas paramétricas de
t-pareada, una ANOVA de una via seguida de una prueba t-pareada, una ANOVA
de una via seguida de una prueba de Tuckey o una ANOVA de medias repetidas
seguida de una t-pareada para los datos con distribuciones normales. Para los
datos con distribucién no-normal, se aplicaron las pruebas no paramétricas de
Wilcoxon, la prueba de Friedman seguida de una Wilcoxon o una prueba de
Friedman seguida de una prueba de Dunn. En todos las casos, se graficé el valor
de la media + el error estandar de la media y se consider6é una P < 0.05 como
estadisticamente significativa. Todo el andlisis estadistico se realizd con el

programa GraphPad Prism.
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6. RESULTADOS

6.1. Alteraciones en la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo

producidas por la AB.

El punto de partida para este proyecto fue determinar si la AR oligomerizada
(ABo) alteraba la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo a
concentraciones clinicamente relevantes (Naslund et al. 2000). También se probd
si los efectos de la ABo sobre la actividad espontanea dependian de la edad; esto
en base a que los sintomas de la EA se desarrollan conforme la edad avanza y a
que varios de los efectos de la AR dependen de la edad también (Selkoe 2001b;
Oddo et al. 2003; Balleza-Tapia et al. 2010; Ardiles et al. 2012).

La ABo inhibe la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo.

Para determinar el efecto de la ABo sobre la actividad espontanea del
hipocampo, se realizaron registros de campo en la capa piramidal de la region CA1
de ratones SW, en condiciones normales (control) y posterior al tratamiento con 10
nM de la ABo en rebanadas de hipocampo provenientes de ratones de 8 a 12
semanas de edad. Como puede observarse en el registro electrofisioldgico
mostrado en la figura 15A, la actividad espontanea del hipocampo no es dominada
por una oscilacion particular sino que consiste de una mezcla de actividades de
distintas frecuencias y amplitudes (Balleza-Tapia et al. 2010; Pena et al. 2010). El
espectro de potencia muestra que las bandas de frecuencia que componen a la
actividad espontanea hipocampal van de 0 a 40 Hz, con una frecuencia pico (fp)
de 8.2 + 1.0 Hz (Fig. 15A) y que la suma de la potencia de todas las bandas de
frecuencia observada en el espectro de potencia de 0 a 60 Hz es de 0.98 + 0.34
nV2. La aplicacion de la ABo (10 nM) produjo una inhibicién estadisticamente
significativa de 0.38 + 0.14 nV2 en la potencia de la actividad espontanea del
hipocampo (Fig. 14A). Esta inhibicién es del 70+7% cuando se mide la suma de la
potencia de todas las bandas de frecuencia (Fig. 15A). La fp en presencia de Ao
no presenta cambios con respecto al control (8.5 + 0.8 Hz). La reduccion en la
actividad espontanea se revierte cuando la ABo se lava por 30min del bafo de

registro y se puede observar una tendencia de la actividad espontanea a

-78 -



incrementar mas alla de los niveles del control (2.0 + 0.51 nV?). Sin embargo este
incremento no es estadisticamente significativo (Fig. 15A). La fp tampoco cambia
con el lavado (7.4 £ 1.6 Hz). Como un control negativo y de especificidad, se utilizo
el péptido con la secuencia inversa (APs21). Este péptido control no alterd la

potencia de la actividad espontanea del hipocampo
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Figura 15. La inhibicion de la actividad espontanea del hipocampo por la ABo es reversible
y especifica. A) Registros electrofisiolégicos de campo de la actividad espontanea del
hipocampo y sus respectivos espectros de potencia obtenidos de ratones de 8-12 meses de edad
en condiciones control (negro; registro y espectro de potencia izquierdo), posterior a la aplicacion
de 10 nM de ABo por 30 min (gris claro; registro y espectro de potencia medio) y después de 30
minutos de lavado (gris oscuro; registro y espectro de potencia derecho). La grafica inferior
muestra la cuantificacion de la potencia integrada del experimento representado en el panel
superior (n = 9). B) Registros representativos y sus correspondientes espectros de potencia de la
actividad espontanea en condiciones control (negro) y 30 minutos posteriores a la aplicacion de la
AB42-1 (gris claro). La gréafica del panel inferior muestra la cuantificacion de la potencia integrada
del experimento representado en el panel superior (n = 8). Los valores de la potencia integrada
se presentan como la media £+ SEM; (*) denota diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control con una P < 0.05.

-79 -



(Control = 1.1 + 0.43 vs. ABa4z2.1 = 1.0 + 0.34 nV?), nila fp (Control = 8.7 + 0.5 Hz
vs. AB421 = 8.3 £ 1.2 Hz; Fig. 15B). Estos resultados demuestran que la inhibicion

de la ABo sobre la actividad espontanea del hipocampo es reversible y especifica.

La actividad espontanea del hipocampo es estable y se inhibe rapidamente

por la ABo.

Una vez comprobado que la ABo inhibe la actividad espontanea de la red
hipocampal, el siguiente paso fue caracterizar dicho efecto a lo largo del tiempo.
Asi mismo, caracterizar la actividad espontanea misma a lo largo del tiempo. Los
datos obtenidos muestran que la actividad espontanea es estable y mantiene
valores similares de la potencia integrada a lo largo del tiempo de registro en
condiciones sin la presencia de la ABo (Fig. 16A Y Tabla 1). La fp también se
mantiene estable a lo largo de tiempo (Tabla 2). En contraste, la aplicacion de la
ABo al bafno de perfusidn ocasiona una disminucion constante de la potencia de la
actividad en los primeros 15 minutos, a partir de los cuales llega a la inhibicion
maxima que se mantiene estable a lo largo del tiempo de registro (Fig. 16A y Tabla
1). La fp no se modificé a lo largo del tiempo que la ABo estuvo presente en el
bafo de perfusion (Tabla 2). En este grupo de experimentos, la aplicacién continua,
por 30 min, de ABo inhibe la actividad espontanea del hipocampo en un 66% con
respecto a su control (TO), y 87% con respecto al T30 del control sin la ABo (Fig.

16B). Debido a que la inhibicion de la actividad espontanea provocada por la

Tabla 1. Actividad espontanea de la region Tabla 2. Frecuencia pico de la actividad
CA1 del hipocampo. espontanea de la region CA1 del hipocampo.
Tiempo Sin Ao Con Ao Tiempo Sin Ao Con Ao
(min) (nV?) (nV?) (min) (Hz) (Hz)
0 0.58 + 0.19 0.62+0.14 0 8.6+0.6 89+0.7
5 0.61+0.17 0.50+0.12 5 8.6+0.6 8.1+0.8
10 0.75+0.17 0.36 £ 0.10 10 8.2+0.9 9.6+0.8
15 0.67 £ 0.11 0.18 + 0.06 15 8.9+0.9 8.6+0.8
20 0.65+ 0.11 0.27 £+ 0.04 20 8.3+0.9 7.8+0.7
25 0.67 £ 0.16 0.30+0.10 25 8.2+0.7 7.8+0.7
30 0.73+0.17 0.20+0.12 30 9.3+0.9 9.0+0.7
35 0.77 £ 0.17 0.21 £ 0.08 35 8.7+0.9 7.7+0.7
40 0.76 £ 0.16 0.24 + 0.06 40 8.9+0.9 76+05
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presencia de la ABo se encuentra en su maximo efecto a los 30 min, y este efecto
se mantiene estable durante el periodo subsecuente, se decidio utilizar el tiempo de

30 min de incubacion con la ABo para propésitos comparativos en lo sucesivo.
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¥ Figura 16 — La actividad espontanea
del hipocampo es estable y se
inhibe rapidamente por la ABo. A)
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hipocampo expuestas a 10 nM de Ao
(diamantes; n = 7) o al vehiculo
(circulos; n = 6). B) Cuantificacién de
la actividad espontanea después de
30 minutos en presencia de la Ao o
el vehiculo (medio F12). Los valores
de la potencia integrada se presentan
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La ABo inhibe la actividad espontanea del hipocampo a concentraciones
nanomolares bajas.

Con la finalidad de probar la potencia de la ABo para inhibir la actividad
espontanea de la red hipocampal, se evalu6 el efecto de diferentes
concentraciones de la misma sobre la actividad de rebanadas de hipocampo
obtenidas de ratones SW de 8 a 12 semanas de edad (Fig. 17). Como se muestra
en la figura 17A, asi como en las cuantificaciones en las figuras 17A y C, la ApBo
inhibe de manera dependiente de la concentracién la actividad espontanea del
hipocampo (en nV?%: control = 0.73 + 0.11; 0.01 nM = 0.52 + 0.18; 0.1 nM = 0.42 +
0.07;1nM =0.30+£ 0.13; 10 nM = 0.20 £ 0.12; y 100 nM = 0.40 = 0.14; Fig. 17); el
efecto inhibitorio producido por la ABo se puede observar directamente en los

registros electrofisioldgicos o en los espectros de potencia correspondientes
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(Fig.17A,B). Los espectros de potencia promedio (Fig. 17B) muestran claramente
que la ABo induce una reducciéon dependiente de la concentracion en la potencia
de todos los componentes de las bandas de frecuencia registradas. La fp no
presenta alteraciones para ninguna de las concentraciones de la ABo aplicada (en
Hz: control =89+ 0.3; 001 nM=95+0.8;01nM=96+0.6;1nM=83%0.5;
10 nM =90 + 0.7; y 100 nM = 9.3 + 0.9). Cuando el efecto de las diferentes
concentraciones de APo son graficadas como % de inhibicion de la potencia
integrada, una curva dosis-respuesta de comportamiento sigmoidal se ajusta a los
datos (Fig. 17C). A partir de esta curva, se observa que las concentraciones mas
bajas de la ABo (0.01 y 0.1 nM) no producen efecto significativo sobre la actividad
espontanea del hipocampo (0.01 nM = 0%; 0.1 nM = 9%). En contraste, la ABo 1
nM y concentraciones mayores inhiben de manera estadisticamente significativa la
actividad de la red hipocampal que llega a su nivel de saturacién a la concentracion
de 10 nM (1 nM = 42%; 10 nM = 77%; y 100 nM = 60%). Al ajustar la ecuacién de
Hill a la curva dosis-respuesta, se obtiene que la IC50 del efecto de la ABo es de
0.4 + 3.2 nM, el valor del coeficiente de Hill es de ~1 y el efecto maximo del efecto

de la ABo es de 69 % de inhibicién (que se logra a la concentracion de 10 nM).

La reducciéon en la actividad espontanea producida por la ABo es

dependiente de la edad.

Con la intencion de conocer si el efecto de la ABo sobre la actividad
espontanea hipocampal depende de la edad, se evalué dicho efecto con la
concentracion saturante de ABo (10 nM) en rebanadas del hipocampo obtenidas de
ratones SW de diferentes edades. Mientras que las potencias de la actividad
espontanea hipocampal se mantienen sin alteraciones a lo largo de la edad (Fig.18
y Tabla 3), el efecto inhibitorio de la ABo sobre la actividad hipocampal se
incrementa con la edad (Tabla 4). En la figura 18A se muestran los registros
electrofisioldgicos representativos, asi como sus respectivos espectros de potencia,
donde puede observarse que la actividad espontanea del hipocampo de ratones de
1 a 3 semanas de edad es resistente al efecto inhibitorio de la ABo 10 nM. Una

inhibicion estadisticamente significativa de la actividad hipocampal producida por la
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Figura 17 — La ABo inhibe la actividad espontanea del hipocampo a concentraciones
nanomolares bajas. A) Registros representativos y sus respectivos espectros de potencia de
la actividad espontanea de rebanadas de hipocampo obtenidas de ratones de 8-12 meses de
edad en condiciones control (negro) y 30 minutos posteriores a la aplicacién de ABo a distintas
concentraciones (gris). B) Espectro de potencia promedio de la actividad espontanea en
condiciones control y después de 30 minutos de exposicion a la Apo a diferentes
concentraciones. C) Curva concentracion-respuesta del porcentaje de inhibicién inducido por la
Apo sobre la actividad espontanea posterior a la aplicacion de las diferentes concentraciones
0.01(n=5),01(n=8),1(n=6),10 (n=7)y 100 nM (n = 6). Los valores, graficados como %
de inhibicion de la potencia integrada, se presentan como la media + SEM; (*) denota
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control con una P < 0.05. La curva
que se ajusto a los datos corresponde a una sigmoide.

ABo se produce hasta que las rebanadas se obtienen de animales de 7 semanas
de edad (61 % de inhibicion; Fig. 18B). Esta inhibicion se mantiene significativa con
respecto a la actividad control hasta las 32 semanas de edad (en % de inhibicién: 8
sem = 67; 10 sem = 48; 21 sem = 70; y 32 sem = 56), y no cambia

significativamente a partir de las 7 semanas cuando se comparan entre las
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diferentes edades (Fig. 18A). El analisis de los componentes de frecuencia mostro
que la fp no cambia con la aplicacién de la ABo 10 nM en ninguna de las edades
estudiadas (Tabla 4).

Tabla 3. Actividad espontanea de la region Tabla 4. Frecuencia pico de la actividad
CA1 del hipocampo de ratones de distintas espontanea de la region CA1 del hipocampo de
edades. ratones de distintas edades.
Edad Sin ABo Con Ao Edad Control ABo
(sem) (nV?) (nV?) (sem) (Hz) (Hz)
1 1.67 £ 0.29 1.75+0.28 1 9.6+0.9 8.3+0.7
2 1.48 £ 0.27 1.13+0.25 2 9.6+0.8 11.5+0.9
3 1.40 £ 0.26 1.42 £ 0.37 3 13.7+£1.0 148+ 0.7
7 1.20 £ 0.36 0.46 £0.16 7 9.0+£1.0 10.5+1.0
8 0.84 £ 0.12 0.28 £ 0.11 8 9.0+0.8 9.0+£0.8
10 0.94+0.24 0.49+0.10 10 84+04 8.3+0.5
21 1.30 £ 0.32 0.38+0.10 21 9.8+1.0 96+1.4
32 1.11+£0.30 0.49 £ 0.1 32 9.2+0.5 9.2+0.6

Las espigas poblacionales generadas en rebanadas de hipocampo provenientes de

animales neonatos son mas sensibles a la ABo que la actividad espontanea.

Mientras que la actividad espontanea generada por las rebanadas obtenidas
de animales de 2 semanas de edad es insensible a la aplicacién de 10 nM de la
ABo, el aumento de la concentracion de la ABo a 100 nM es capaz de inhibir
significativamente la actividad espontanea hipocampal en un 41 % (Fig. 19A). Con
el fin de comparacion, se grafico el efecto de ambas concentraciones de la ABo (10
y 100 nM) junto a la curva sigmoidal obtenida en los experimentos dosis-respuesta
en rebanadas obtenidas de animales mas grandes (8—-12 semanas; Fig. 19A). Note
que la concentracion de 100 nM inhibe la actividad espontanea de forma
homogénea en todas las bandas de frecuencia (Fig. 19A — Espectros de potencia),
sin embargo, el porcentaje de inhibicion es menor comparado con el efecto de 10
nM y 100 nM de la ABo sobre la actividad espontanea de rebanadas provenientes
de animales de mayor edad (Fig. 19A). La fp no presenta cambios
estadisticamente significativos con la aplicacion de la ABo 100 nM (en Hz: control =

8.0 £ 0.7 vs. ABo = 9.1 £ 0.8). Como dato interesante, las rebanadas de hipocampo
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Figura 18 — La reduccion en la actividad espontanea producida por la Ao es dependiente
de la edad. A) Registros representativos y sus respectivos espectros de potencia de la actividad
espontanea de rebanadas de hipocampo obtenidas de ratones a diferentes edades en
condiciones control (negro) y 30 minutos posteriores a la aplicacion de Ao (10 nM) a distintas
concentraciones (gris). B) Cuantificacion de la actividad espontanea en condiciones control
(circulos negros) y 30 min posteriores a la aplicacion de ABo (circulos grises) a través de la edad
(Msemn=7;2semn=8;3semn=6;7semn=06;8semn=06;10 semn=8; 21 semn =5;y
32 sem n = 9). Los valores de la potencia integrada se presentan como la media + SEM; (*)
denota diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) con respecto al registro control para
cada edad y respecto a la actividad espontanea de las rebanadas con una semana de edad.

de animales de 1 y 2 semanas de edad, presentan espigas poblacionales
espontaneas (Fig. 19B) (Khazipov et al. 1997; Pena y Alavez-Perez 2006), que, en
contraste con la actividad espontanea “de fondo”, son inhibidas casi en su totalidad

por la ABo 10 nM. La misma concentracion de ABo (10 nM) que no tiene efecto

-85 -



sobre la actividad espontanea en las rebanadas de éstos animales neonatos (Fig.
19A), reduce la amplitud de las espigas poblacionales un 59 % y 49 % después de
30 y 60 minutos posteriores a la aplicacion de la ABo, respectivamente (Fig. 19A),
Mas aun, la frecuencia de estas espigas también disminuye 47 % y 79 % a los 30 y

60 minutos de aplicacion de ABo 10 nM, respectivamente.
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Figura 19 — Los diferentes patrones de actividad provenientes de animales neonatos son
diferencialmente sensibles a la ABo. A) Registros representativos, y sus respectivos espectros
de potencia, de la actividad espontanea de rebanadas de hipocampo obtenidas de ratones
neonatos en condiciones control (negro) y 30 minutos posteriores a la aplicacion de la Ao a
distintas concentraciones (gris). La grafica inferior muestra la cuantificacién de los experimentos
representados en el panel superior (circulos grises). La sigmoide ajustada correspondiente a la
Figura 4C es presentada con fines de comparacion. Los valores, graficados como % de inhibicion
de la potencia integrada, se presentan como la media + SEM. B) Registros representativos de las
espigas poblacionales registradas en rebanadas de hipocampo obtenidas de ratones neonatos en
condiciones control (negro), asi como 30 min (gris claro) o 60 min (gris oscuro) posteriores a la
aplicacion de ABo. Las graficas inferiores muestran la cuantificacién de las amplitud, frecuencia y
duracion media de las espigas poblacionales. Los valores, graficados como % de inhibicion de la
potencia integrada de la actividad de “fondo”, se presentan como la media + SEM. Note que la
dosis de 100 nM de la A ABo es capaz de inhibir la actividad espontanea de rebanadas
provenientes de animales jovenes. (*) Denota diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control con una P < 0.05 y (**) para P < 0.01. (#) Denota diferencias estadisticamente
significativas con respecto a 30 min de ABo con una P < 0.05.
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6.2. Efectos de ABo sobre la dinamica de las redes neuronales del hipocampo.

Papel de la cinasa Fyn.

A pesar de que diversos estudios han demostrado que los pacientes con EA
muestran alteraciones en la actividad de las redes neuronales (ej. las oscilaciones),
no se sabe aun de manera directa si estos efectos son producto de la AB y cédmo
esta proteina puede alterar la dinamica de las redes neuronales. Por lo tanto, el
objetivo de esta seccion fue determinar el efecto de la ABo sobre la dinamica de la
red neuronal del hipocampo. Para tal motivo, se realizaron experimentos con
imagenes neuronales multifuncionales con imagenologia de calcio (fMCI; por sus
siglas en inglés). Este tipo de experimentos permiten evaluar la actividad de las
neuronas que forman parte de una red y analizar la dinamica de ésta con una
resolucién unicelular (Ikegaya et al., 2004, 2005; Kerr et al., 2005; Carrillo-Reidet
al., 2008; Jaidar; Sasaki 2006, 2007). Es decir, la fMCI es una herramienta que
permite evaluar los patrones espacio-temporales de la actividad de las redes
neuronales (Carrillo-Reid et al. 2008). La base de la técnica consiste en la
deteccion de la entrada de calcio (transitorio de calcio) en las neuronas como
resultado de la generacion de potenciales de accion (lkegaya et al., 2004, 2005;
Kerr et al., 2005; Carrillo-Reidet al., 2008; Jaidar; Sasaki 2006, 2007). La amplitud
de los transitorios de calcio asociados a los potenciales de accion es suficiente que
puede ser detectado como un cambio en la fluorescencia emitida por un fluoréforo
sensible a calcio que se ha introducido al citoplasma de una célula (Takahashi et al.
2011). A través de ésta técnica, la temporalidad de los patrones de disparo que
ocurren de manera simultdnea en cada neurona se puede reconstruir y, de esta
manera, se puede analizar la dinamica de la red neuronal (Sasaki et al. 2007,
Takahashi et al. 2007; Carrillo-Reid et al. 2008; Jaidar et al. 2010; Takahashi et al.
2011).

Para esta serie de experimentos se utilizaron cultivos organotipicos de
hipocampo provenientes de ratones WT (ver métodos). Los cultivos se colocaron
en la camara de registro perfundida constantemente con LCRA, a una temperatura

de 30-32°C y gaseado con una mezcla de carbégeno (95% O, 5% CO). Se tomaron
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una serie de imagenes de la actividad espontanea de los cultivos en condiciones
normales (control), utilizando un campo visual de 800 x 600 um. Los resultados
obtenidos con la fMCI muestran que un numero significativo de las células del
cultivo incorporan el marcador fluorescente sensible a calcio Fluo-4 (Fig. 20A). La
diferenciacién de las neuronas y las células presumiblemente gliales se llevo a
cabo de acuerdo a las caracteristicas de los transitorios de calcio (Sasaki et al.
2007; Carrillo-Reid et al. 2008; Jaidar et al. 2010) (Fig. 20B y C; ver materiales y
meétodos). Al igual que estudios anteriores (Sasaki et al. 2007; Carrillo-Reid et al.
2008; Jaidar et al. 2010), en el laboratorio se demostré que los cambios en la
fluorescencia del Fluo-4 en las neuronas es producto de potenciales de accion (al
menos dos de ellos) y que la primera derivada de los transitorios de calcio
corresponde a la duracién total del tren de potenciales de accion generados por
una neurona en un momento dado (Pena et al. 2010). Por lo anterior, es posible
reconstruir la actividad eléctrica de cada neurona de la red y representarla como

lineas en una grafica tipo “raster” (Fig. 21A).

Antes de analizar el efecto de la ABo sobre la dinamica de la red hipocampal,
se evaluo la estabilidad de la misma, a lo largo del mismo tiempo de registro, en
ausencia de ABo. En la figura 21A se puede observar la representacion de la
actividad eléctrica de las neuronas de una rebanada hipocampal en el grafico tipo
‘raster”. En éste se muestra el tiempo en el eje de las ordenadas y en el eje de las
abscisas se representa cada una de las neuronas que tuvieron actividad durante
los 360 seg que durd el experimento. En condiciones normales (control), se puede
observar una gran actividad espontanea en el cultivo que se mantiene constante 30
minutos (T30) después de tomado el primer video (TO; Fig. 21); todo en ausencia
de la ABo. El analisis de estos experimentos mostré que el nUmero de neuronas
activas se mantiene constante a través del tiempo (en neuronas activas: TO = 555.4
+ 162.3 vs. T30 = 500.1 £ 171.3; Fig. 21D). El promedio de espigas por célula (tasa
de actividad), se mantiene constante también a los largo de los 360 seg de
duracion de los videos (en espigas por célula: TO=12.7 £+ 1.6 vs. T30 = 11.3 £ 1.1;
Fig. 21E). Los mapas de correlacion espacial muestran que las neuronas presentan

una alta actividad correlacionada que se distribuye en toda la rebanada (Fig. 21B).
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La correlacién se denota como una linea que une pares de neuronas (cuadros) y el
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Figura 20 — Los cultivos organotipicos de hipocampo muestran una dindmica con
muchos elementos activos. A) Cultivo organotipico de hipocampo de 10 div cargado
con Fluo-4. B) Representacion de las coordenadas correspondientes a las células que
tuvieron actividad en el cultivo organotipico durante el experimento. C) Trazos
representativos de los transitorios de calcio correspondientes a neuronas (Rojo) y células
gliales (Azul).

grosor de ésta linea es proporcional al grado de correlaciéon. En las graficas de
correlacion en pseudocolor se puede apreciar, ademas, que el grado de correlacion
entre los distintos pares de neuronas es muy heterogéneo (Fig. 22). Una de las

caracteristicas de la actividad espontanea de la red neuronal de los cultivos
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Figura 21 - La actividad espontanea de la red neuronal de los cultivos organotipicos de
hipocampo es estable a través del tiempo. A) Arriba: “raster plots” de la actividad espontanea
de un cultivo organotipico de hipocampo al inicio del experimento (T0) y 30 minutos después
(T30); abajo: porcentaje de las células coactivas en funcion del tiempo tanto en TO como en T30.
Cada fila representa una célula activa. En azul se muestran los picos de actividad sincronica
poblacional significativa tomando como umbral 3 veces la desviacion estandar de la actividad
coactiva total. Se puede apreciar como las neuronas se encuentran muy activas, esta actividad
es cadtica y no se distingue una gran sincronia en su actividad. B) Mapas de correlacién de la
actividad espontanea de las neuronas a TO y T30. La lineas conectan neuronas que tienen una
actividad correlacionada estadisticamente significativa (P<0.05).Se muestran también las
cuantificaciones del niamero de células activas (C), la tasa promedio de actividad por neurona
(D), el indice de actividad coactiva total (E) y el nimero de picos de sincronia (F) en cada
condicion experimental; los rombos representan el promedio de 12 experimentos = E.E.; n.s.
denota que no existe diferencia significativa con respecto a TO. Note que la actividad espontanea
se mantiene estable a través del tiempo.
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organotipicos es la presencia de picos de actividad sincrénica que se pueden
observar directamente en los “raster” como pequefos bloques de espigas (Fig.
21A). Estos picos pueden observarse con mayor claridad en la grafica donde se
presenta el porcentaje de células coactivas (Fig. 21A). En esta grafica se puede ver
en azul los picos de actividad sincrénica (que corresponden a los picos de actividad
gue sobresalen de la linea punteada que representa 3 veces la desviacién estandar
del ruido de actividad; ver materiales y métodos). Como se muestra en la figura
21A, los picos de actividad sincrénica aparecen de forma recurrente y se mantienen
constantes a lo largo del tiempo (en picos de sincronia: TO=63 + 13 vs T30 =52 +
6.5; Fig. 21G). Estos datos sugieren que la dinamica de la actividad espontanea de
la red neuronal del cultivo de hipocampo sigue patrones espacio-temporales
definidos y estructurados (picos de actividad sincrénica). En este sentido, algunos
trabajos ha sugerido que el grado de sincronizacion entre los distintos pares de
neuronas, al ser heterogéneo, indica que la dinamica de red observada no es
debida al azar sino, a la dinamica propia del circuito (Carrillo-Reid et al. 2008;
Jaidar et al. 2010).

Con la finalidad de reconstruir la dinamica de la red neuronal del cultivo de
hipocampo, se dividio la actividad global de la red en ventanas de tiempo,
considerando solamente las neuronas involucradas en los picos de actividad
sincrénica. Asi, los segmentos temporales que se obtienen representan vectores
multidimensionales que codifican la actividad de los potenciales de accion de
neuronas individuales que participan en los picos de actividad sincronica (patrones
de actividad neuronal). Cada vector representa una ventana de tiempo y la
dimensién del vector indica el numero de células activas en dicho momento
(Carrillo-Reid 2008). Se ha demostrado que la vectorizacién de la actividad global
de una red neuronal permite reconstruir y comparar diferentes estados funcionales
de la red a través del tiempo (Brown et al. 2005b; Sasaki et al. 2007; Carrillo-Reid
et al. 2008; Jaidar et al. 2010). Es decir, los vectores obtenidos revelan la dinamica
de una red neuronal durante los picos de actividad sincrénica (Jaidar-Benavides
2010). Una vez que se vectorizoé la actividad neuronal, se calculé el producto

interno (ver materiales y métodos), de cada par posible de vectores para comparar
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sin alteraciones a través del tiempo.
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sus similitudes (indice de similitud: ver materiales y métodos) y reconstruir los
estados funcionales y la dinamica de la red neuronal (Carrillo-Reid 2008). En la
figura 23A se muestra el indice de similitud de cada par posible de vectores a lo
largo del tiempo. Note que se forman estructuras agrupadas tipo mosaico que
denotan las semejanzas entre los distintos vectores. Para agrupar estos vectores
en estados funcionales de la red se utilizé el algoritmo de LLE (ver materiales y
métodos), que permite la reduccion de dimensiones de espacios vectoriales
multidimensionales de sistemas no lineales, conservando la estructura de dicho
sistema (Roweis y Saul 2000). Ademas, se ha demostrado que la aplicacién de
este algoritmo refleja fidedignamente los estados funcionales de la red (Carrillo-
Reid 2008). Una vez que se hace la reduccion dimensional, el algoritmo de LLE
proyecta la organizacion nueva de los vectores en un espacio de dos dimensiones
(Fig. 23B). Cada punto representa un vector y cada grupo de puntos representa
vectores con dinamicas similares que forman parte de un estado funcional de la red
(Carrillo-Reid 2008). En la Fig. 23B puede observarse los distintos estados
funcionales que componen la actividad espontanea del cultivo de hipocampo en
condiciones normales. Las trayectorias que se observan entre cada grupo de
puntos denota el porcentaje de transicion entre los distintos estados funcionales o
el porcentaje de recurrencia en un estado. Es importante hacer notar que el numero
de estados funcionales de la actividad espontanea se mantiene constante a lo largo
del tiempo (Fig. 23B-F; en estados funcionales: TO = 3.5 + 0.2 vs. T30 = 4.1 £ 0.3).
En la figura 23C, se representa parte de la dinamica de la red neuronal del cultivo
de hipocampo. Se grafican los diferentes picos de actividad sincrénica a lo largo del
tiempo (puntos) y el estado al cual pertenecen, para observar claramente los
comportamientos de la red neuronal, como son la recurrencia de la actividad
espontanea hacia un estado y la transicion entre los diferentes estados funcionales
de la red. Note que no existe un estado preferente de la red y que la alternancia
entre estados es alta tanto a TO como a T30. En la figura 23D se presenta la
distribucion espacial de las neuronas, cuyos patrones de actividad sincronica,
generan los distintos estados funcionales. Note que las células pertenecientes a

cada estado tienen una distribucion difusa. Finalmente, se realizé un analisis
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Figura 23 — Estados funcionales del cultivo organotipico de hipocampo. A) Matrices de
similaridad de los vectores de la dinamica de la red neuronal como una funcién del tiempo del
cultivo organotipico de hipocampo al tiempo cero (TO) y 30 minutos posteriores (T30). B)
Reduccién multidimensional utilizando el algoritmo LLE (del inglés Locally Linear Embedding).
Cada punto representa un vector a un tiempo dado y los colores denotan diferentes estados de la
red (revisar Métodos). Los porcentajes y las flechas indican la probabilidad de la red de cambiar
de estado. C) Grafica que representa el comportamiento de la red neuronal. Cada punto denota
los picos de actividad sincronica a un tiempo dado. Los colores denotan los picos de sincronia
pertenecientes a cada estado funcional dado. La disposicidon horizontal de los puntos indica la
recurrencia en un estado mientras las lineas indican la transicion hacia otro estado. D) Mapas de
la distribucion espacial de las neuronas que participan en cada estado funcional. E)
Cuantificacion del nimero de estados funcionales en las diferentes condiciones experimentales.
Los rombos representan el promedio de 12 experimentos * E.E.; n.s. denota que no existe
diferencia significativa con respecto a T0. F) Analisis de agrupamiento jerarquico (en inglés:
hierarchical cluster analysis) de las células que participan en los estados de la red, los colores
indican la participacion de cada neurona en un estado dado. Note que diferentes grupos de
neuronas participan en cada estado funcional, no obstante algunas células participan en mas de
1n estado.

jerarquico que demostré6 que cada estado funcional se genera a partir de la
actividad de grupos diferentes de neuronas. No obstante, se observa que existen
elementos neuronales que se comparten entre los diferentes estados (Fig. 23F). Se
ha hipotetizado que estos elementos podrian estar coordinando la transicién entre

los diferentes estados funcionales de la red (Carrillo-Reid 2008).

Una vez caracterizada la dinamica de la red neuronal del cultivo organotipico
de hipocampo en condiciones control, asi como a través del tiempo, se procedio
determinar el comportamiento de la red en las condiciones patolégicas provocadas
por la aplicacion de la ABo. Primero se caracterizd la actividad de la red en
condiciones control (Fig. 24). Como se habia demostrado previamente, esta
actividad es muy frecuente y heterogénea (ver Fig. 22). Se pueden apreciar los
picos de actividad sincronica tanto en forma de bloques en el “raster” (Fig. 24A,
panel superior), como en la grafica del porcentaje de células coactivas (Fig. 24A,
panel inferior, color azul). La aplicacion de la ABo (10 nM) por 30 min provoca una
disminucién la actividad de la red hipocampal (Fig. 24A). Este efecto se ve reflejado
en la disminucion del numero de neuronas activas (Fig. 24D; en células activas:

control =410.4 + 120.9 vs. ABo = 312.2 + 101.4), y también, en la disminucion en el
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Figura 24 — La ABo disminuye la actividad espontanea del cultivo organotipico de
hipocampo. A) raster plot y porcentaje de células coactivas de la actividad espontanea de un
cultivo organotipico de hipocampo en condiciones control y 30 minutos después del tratamiento
con 10 nM de ABo. En azul se muestran los picos de actividad sincrénica poblacional B) Mapas
de correlaciéon de la actividad espontanea de las neuronas en la condicion control y después
del tratamiento con la ABo. Se muestran también las cuantificaciones del nimero de células
activas (C), la tasa promedio de actividad por neurona (C), el indice de actividad coactiva total
(E) y el nimero de picos de sincronia (F) en cada condicién experimental; los rombos
representan el promedio de 10 experimentos + E.E.; * denota diferencias significativas con
respecto al control. Note que la correlaciéon entre los pares de neuronas disminuye dejando ver
la formacién de agregados de células en los mapas espaciales, sugiriendo que las células que
se agrupan se enganchan y presentan actividad similar.
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numero espigas de actividad por célula (tasa de actividad; Fig. 24E; en espigas por
célula: control = 11.5 + 1.8 vs. ABo = 7.0 £ 0.9). Ademas, los mapas de correlacion
espacial muestran una clara disminucién en la correlacién entre pares de neuronas
(Fig. 24B). Incluso, la aplicacion de la ABo parece que promueve la formacion de
agregados o islas de neuronas donde se concentran la mayoria de las
correlaciones (Fig. 24B, ABo). Las graficas de correlacion en pseudocolor muestran
la formacién de estructuras cuadradas (agregados) con la aplicacién de la ABo, en
comparacién con la condicion control (Fig. 25), sugiriendo que la ABo promueve
una actividad aberrante en la red hipocampal. Es importante notar que la ApBo
disminuye la capacidad de sincronizacion de la actividad de las neuronas de la red.
Este fendmeno se ve reflejado en la diminucion de los picos de actividad sincrénica
(en picos de sincronia: control = 52.6 £ 9.6 vs. ABo = 28.2 £ 5.9; Fig. 24G). No
obstante, se puede observar en la grafica tipo “raster’, que los bloques que
corresponden a los picos de sincronia que quedan después de la aplicacion de la
ABo se ven con mayor claridad (Fig. 24A). Estos resultados sugieren que la ABo
promueve una inhibicién en la sincronia de la actividad de las neuronas que
posiblemente es influenciada por la disminucién en la tasa de disparo.
Notablemente, la correlacidon entre los pares de neuronas disminuye dejando ver la
formacion de agregados de células en los mapas espaciales (Fig. 24B) y la
formacion de estructuras cuadradas en el mapa de pseudocolor, sugiriendo que las

células que se enganchan en actividad mas homogénea que en el control.

Posteriormente, se analizé el efecto de la ABo sobre las caracteristicas de
los vectores de la actividad espontanea de la red neuronal del cultivo de
hipocampo. En las graficas de pseudocolor se puede observar como aumenta la
similaridad entre los diferentes vectores con la aplicacion de la ABo (Fig. 26A). En
la Fig. 26B se muestran los distintos estados funcionales que componen la
actividad espontanea del cultivo de hipocampo en condiciones control y posterior a
la aplicacion de la ABo. El célculo de los estados funcionales de la red muestra que
la ABo (10 nM) disminuye significativamente el numero de estados funcionales
comparado con el control (Fig. 26B-F; en estados funcionales: control = 3.8 + 0.29

vs. ABo = 2.2 ABo 0.13). Es importante notar que la APo genera un
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estado preferente que engloba la mayoria de los picos de actividad sincrénica (Fig.
26C). Como se demostré anteriormente, la dinamica de la red neuronal del cultivo
de hipocampo en condiciones control es heterogénea y presenta una alta
alternancia entre los distintos estados funcionales (Fig. 26C). Contrariamente, la
aplicacion de la ABo promueve la formacién de un estado preferente con una alta
recurrencia (Fig. 26C). Note, que incluso la probabilidad de transicién hacia otro
estado funcional es muy baja. Los mapas de la ubicacién espacial de las neuronas
que forman parte de cada estado muestran que la aplicacion de la ABo altera las
conexiones de la red neuronal y hace que los grupos activados en cada estado se
localicen en grupos segregados espacialmente (Fig. 26D). Ademas, en presencia
de la ABo, el estado preferente recluta a la mayoria de las neuronas activas como
se observa el analisis de agrupamiento jerarquico (Fig. 26G). Cabe notar, que estas
agrupaciones o islas de neuronas que se forman con la aplicacién de la ABo
corresponden a los observados en los mapas de correlacion espacial. De lo
anterior se desprende que la ABo es capaz de inducir una dinamica aberrante de la
red neuronal, cuya principal caracteristica es la formacién de un estado preferente

con una la alta recurrencia de este estado (Fig. 26C).

En los experimentos anteriores, se evaluo el efecto agudo de la ABo sobre la
dinamica de la red neuronal del hipocampo. El objetivo fue caracterizar los cambios
inmediatos que presenta una red control a la que se le presenta condiciones
patolégicas de manera aguda (p.e. la aplicacién de la ABo). No obstante, dado que
en la EA el efecto de la ABo sobre las redes neuronales es cronico, se consideré
necesario estudiar la dinamica de las redes neuronales en un circuito en
condiciones patoldgicas similares a las encontradas en los pacientes con EA. Con
esto en mente, se realizaron experimentos de dinamica de red en cultivos
organotipicos de hipocampo provenientes de los ratones triple transgénicos para la
EA (3xTgAD). Estos ratones reproducen muchos de los sintomas y de los cambios
patoldgicos descritos en la EA (Oddo et al. 2003). Los resultados obtenidos de esta
serie experimental muestran que la actividad espontanea de la red neuronal del

hipocampo de ratones 3xTgAD es heterogénea y se observan también picos de

-99 -



A Control +APo

5 L3
E o Wi
o L s
;B i
£ 0 £
20 40 60 80 100 0 20 30 40 50
vectori (i) vector i ()
Control +Af0
$ uﬁ‘i. o 4_ 20 ?1%()@
B lﬁﬁ"‘v- 20
21 iaca 1Y, \’11"& 4%
m J= 1@"" ml'm h==tad.:1 31_0 29% \'\
= AR = L @ |
S 0 ﬂee =t =] o [
; %o ) 0.0 e % o _
A el (5] [t
il "_\ﬂ —=m a0 ? =) 96%
-i5 05 95 15 25 % =2 4190 1 2 3
LLE 1 LLE1
Contral
=]
3=
o
]
=

1 10 20 30 40 50 &0 70 80 0 80 100
pico 7 (1)

g2
EM
1

1 40 20 30 40 50

pleo 7 (1)
D control +Afio
estado 1 estado 2
;;_, t. r‘. gt K‘:&j i v # o
a3 o
e s p? T %
1-'_*:1-’ "k s § i.f-)", AR o,
.-' x .i_.“'f" L s x "!."5 Pr Wy
%i:"w-r-" e e Y i AT -*f
R e S TLRREE Rk e
o " A n't +_§‘4 '
e i
3 -t S ] L i o -
£ 155 * N e
- ¥ w iy Tt 0% "
ctado 4
= mw
> L3
T L'. .
et b
AT TE >
3 - . o ‘_ -
Sl ¥, F »
il Lt 1 35
- o e -
5 ar P,
o= ] -l
i = g5

F
[
w T T
a4 -1 *
- e 06
o -
=2 O
0 - . .
Control +AfID
G

+A00

core assembly

-100 -



Figura 26 — La ABo altera la dinamica de la red neuronal del hipocampo y genera un
estado preferencial y recurrente. A) Matriz de similaridad de los vectores de la actividad del
cultivo organotipico de hipocampo en condiciones control y 30 min posteriores a la aplicacién de
la ABo (10 nM). B) Proyeccion del LLE que muestra la dinamica de la red neuronal en las
condiciones experimentales de A. La aplicacion de la ABo promueve una disminucion en el
numero de estados funcionales. C) Comportamiento de la red neuronal antes y después de la
aplicacion de la ABo. La disposicion horizontal de los puntos indica la recurrencia en un estado
mientras las lineas indican la transicion hacia otro estado. Observe que la aplicacion de la Ao
genera un estado preferencial y recurrente. D) Mapas de la distribucion espacial de las neuronas
que participan en cada estado funcional. Note que la ABo promueve que las células activas en
los estados funcionales se agrupen en islas. E) Cuantificacion de los estados funcionales en las
diferentes condiciones experimentales. Los rombos representan el promedio de 10 experimentos
+ E.E.; * denota diferencias significativas con respecto al control. F) Analisis de agrupamiento
jerarquico de las células que participan en los estados de la red.

actividad sincrénica, tanto en la gréfica tipo “raster”, como en la grafica de células
coactivas (Fig. 27A). Ademas, esta actividad se mantiene constante a través del
tiempo (Fig. 27A; TO vs. T30). El numero de células activas no cambia en T30 con
respecto a TO, (Fig. 27D; en células activas: TO = 96.22 £ 19.00 vs. T30 = 79.89 +
12.89). Sin embargo, los cultivos de hipocampo de ratones 3xTgAD tienen un
menor numero de células activas comparado con los ratones WT (en neuronas
activas: TO = 555.4 + 162.3 vs. T30 = 500.1 £ 171.3; Fig. 21D). Interesantemente,
la tasa de actividad por neurona es similar a la encontrada en la red neuronal de
ratones WT, tanto en TO como en T30 (Fig. 27E; en espigas por célula: TO = 10.9 +
0.7 vs. T30 = 10.9; WT ver Fig. 21E y Fig. 24E). El mapa de correlacién espacial
muestra que existen menos correlaciones entre los diferentes pares de neuronas
en la red hipocampal de los ratones 3xTgAD (Fig. 27B). En las gréaficas de
correlacion en pseudocolor se muestra la correlacion que existe entre todos los
posibles pares de neuronas tanto en TO, como en T30 (Fig. 28). El numero de picos
de actividad sincrénica de esta red neuronal a través del tiempo es estable (Fig.
27F; en picos de sincronia: TO = 41.3 + 4.7 vs. T30 = 36.1 £ 6.0) y también es

menor comparada con la red de los cultivos WT (ver Fig. 21F y Fig. 24F).

Posteriormente se analizaron los vectores de actividad del circuito

hipocampal de los ratones 3xTgAD a través del tiempo. En las graficas de
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Figura 27 — Actividad espontanea de la red neuronal de cultivos organotipicos de
ratones 3xTgAD. A) Raster plot y porcentaje de las células coactivas de la actividad
espontanea de un cultivo organotipico de hipocampo proveniente de ratones 3xTgAD al inicio
del experimento (T0), 30 minutos después (T30). Cada fila del raster representa una célula
activa. En azul se muestran los picos de actividad sincrénica poblacional tomando como
umbral 3 veces la desviacion estandar de la actividad coactiva total. B) Mapas de correlacion
de la actividad espontanea de las neuronas a TO y T30. Se muestran también las
cuantificaciones del numero de células activas (C), la tasa promedio de actividad por neurona
(D), el indice de actividad coactiva total (E) y el niumero de picos de sincronia (F) en cada
condiciéon experimental; los rombos son el promedio de 9 experimentos + E.E.; n.s. denota
que no existe diferencia significativa con respecto a TO; * denota diferencias significativas con

respecto a TO y # con respecto a T30.
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pseudocolor se puede observar una alta similaridad entre los diferentes vectores
resultantes de la actividad espontanea del cultivo en el TO y en el T30 (Fig. 29A).
Ademas, es importante resaltar que este patron es similar al que adopta una red
control después de la aplicacion aguda de la ABo (ver Fig. 26). El analisis de los
estados funcionales que componen la actividad espontanea de la red neuronal de
ratones 3xTg AD muestra un numero reducido de estados en la dinamica de la red
tanto a TO como a T30 (Fig. 29B-F: en numero de estados: T0=2.4 + 0.2 vs. T30 =
2.3 £ 0.1). Esta dinamica de la red se observé también en rebanadas de ratones
WT después de la aplicacién aguda de la ABo (ver Fig. 26B-F). Es importante
mencionar que la dinamica de la red neuronal del hipocampo de los ratones
3xTgAD vy la dinamica inducida por la ABo en cultivos normales (WT) revela un
comportamiento aberrante de la red neuronal muy similar. Note ademas, que al
igual que la aplicacion aguda de la AB sobre cultivos WT, la dinamica de la red de
cultivos 3xTgAD muestra un estado preferente que engloba la mayoria de los picos
de actividad sincronica en TO y en T30 (Fig. 29C). Este estado preferente tiene una
alta recurrencia y la probabilidad de transicién hacia otro estado funcional es muy
baja también. Los mapas espaciales de las neuronas que participan en los pocos
estados que presenta en hipocampo de ratones 3xTgAD muestran una red
distribuida en la que el estado preferente posee la mayoria de las neuronas activas
(Fig. 29D), lo que se confirma con el analisis jerarquico de grupos (Fig. 29G). Los
datos obtenidos con el analisis de la dinamica de la red neuronal de los cultivos de
ratones 3XTgAD muestra un comportamiento patolégico similar al inducido por la
aplicaciéon aguda ABo en cultivos normales. Por lo tanto, la probabilidad de que la
AB sea la responsable de las alteraciones funcionales en este ratdn transgénico, y

posiblemente, en los pacientes con EA en etapa temprana, es alta.

Finalmente, se evalu6 el papel de la cinasa Fyn en el efecto de la ABo sobre
la dinamica de la red neuronal del hipocampo. Para ello, se realizaron cultivos
organotipicos de hipocampo provenientes de ratones Fyn KO. En la Fig. 30A se
puede observar la actividad espontanea que presentan estos cultivos. De manera

interesante, el nimero de neuronas activas en condiciones control de estos cultivos
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Figura 28 — Mapa de correlacion cruzada de todos los posibles pares de neuronas activas en el
cultivo organotipico de hipocampo de ratones 3xTgAD al inicio del experimento (TO) y 30
minutos despbués (T30).

es menor comparado con los cultivos WT (en células activas: Fyn KO control =
133.9 + 31.4). La aplicacién de la ABo sobre los cultivos procedentes de ratones

Fyn KO disminuye significativamente la cantidad de neuronas activas del cultivo
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Figura 29 —Dinamica de la red neuronal en cultivos organotipicos de hipocampo
provenientes de ratones 3xTgAD. A) Matriz de similaridad de los vectores de la
actividad del cultivo organotipico de hipocampo en condiciones control al inicio del
experimento (TO) y 30 minutos sin ninglin cambio experimental (T30). B) Proyeccion del
LLE que muestra la dinamica de la red neuronal en las condiciones experimentales de A.
Note que la dinamica de la red neuronal tiene un numero pequefio de estados
funcionales. C) Comportamiento de la red neuronal a TO, T30 y después de la aplicacion
de la ABo. La disposicion horizontal de los puntos indica la recurrencia en un estado
mientras las lineas indican la transicién hacia otro estado. D) Mapas de la distribucion
espacial de las neuronas que participan en cada estado funcional. E) Cuantificacion de los
estados funcionales en las diferentes condiciones experimentales. Los rombos
representan el promedio de 9 experimentos + E.E.; n.s. denota que no existe diferencia
significativa con respecto a TO. F) Analisis de agrupamiento jerarquico de las células que
participan en los estados de la red.

(Fig. 30D; en neuronas activas: control = 133.9 + 31.4 vs. ABo = 69.9 £ 17.8). La
tasa de actividad también se reduce con la aplicacion de la ABo (Fig. 30E; en
espigas por célula: control = 10.6 + 0.9 vs. ABo = 7.3 £ 0.6). Sin embargo, el
numero de picos de sincronia no presenta alteraciones significativas (Fig. 30G; en
picos de sincronia: control = 47.2 £ 11.3 vs. Ao = 28.8 + 6.4). La correlacion entre
los posibles pares de neuronas de los cultivos Fyn KO en condiciones control es
menor comparado con los cultivos WT (Fig. 30B; ver Fig.21B y Fig. 24B), y
disminuye aun mas con la aplicacion de la ABo (Fig. 30B). Es importante mencionar
que en el mapa de correlacion espacial se pueden notar agregados de neuronas y
en el mapa en pseudocolor se denotan estructuras cuadradas en condiciones
control (Fig. 30B-C). Ambas caracteristicas son muy similares a las generadas por
la aplicacion aguda de la ABo en cultivos WT (ver Fig. 24B-C y Fig. 25). Note,
ademas, que la aplicacion posterior de la ABo en los cultivos provenientes de
ratones Fyn KO disminuye el numero de pares de neuronas con actividad
correlacionada (Fig. 30B), y aumenta el numero de estructuras cuadradas en los
mapas de pseudocolor (Fig. 30C). Estos datos sugieren que la ausencia de Fyn
provoca un funcionamiento de la red hipocampal con caracteristicas patoldgicas

similares a las que produce la ABo. Como dato interesante, se ha reportado que los

-106 -



neurona i

120

80

40

Control Afo
240- ! " " 1 ot el L]
i T N S P 'II 'I.., et .lll' ".'.
3200__ ‘ll*ll' 1 I:II."'.' Illl:qllll :I Inl I"lIql .I.I '=’ .'llllll
§180_I. K] 'I'I' ‘II' .J'." ' ' |'lI L L] (1] ||:| F|l'|
:‘3 ] ' . I.‘:':I .: ', 1 .|: ‘i "y C II T, ' O I.L:u
g 120_' .l-l' 'I. I'Il h| " ‘:'“ Ill:"lllllI ':I'I n | |:I II" ' ! ' 'I'I
Sogod Sy e o fe e
O 1. * I :*ulllal'.ll'l{ "1'., II.' o, " - II' '
o 40_’|I|. '.'. Illt v :!::I:.' ',I ' '.In o e ! .
U- ||I:.l' ] ,".'I ‘.'l' I|‘|lI J o 'I .

129
w0
S £ g- _
LD ST [ IS OO [ —
5ol T
<2 L A L e i

1 min

Apo

Control
T 1008 KR
g B
8 — =z
k] © "
T 990 z
$ = | E=]
o Q S
= 20 05
: = AT o
40 80 120 160 20 60 100
neurona i neurcna i

)

tasa de actividad ™ celulas activas (#)

e

indice de coactividad

@

picos de sincronia (#)

3007 ©
@ *
200 (0]
4
100
@ %,_
0 ol T
Control  +Apo
a1z C& . o]
= +
o
541 °©
0= T
Contrel  +Apo
&
S 4
5
£2
0
Control  +Apo
120
o) r.s.
80 8 o
“ee? B
o % Qe

Control  +Apo

Figura 30 — Efecto de la ABo sobre la actividad espontanea del cultivo organotipico
de hipocampo de ratones Fyn KO. A) Raster plot y porcentaje de células coactivas de la
actividad espontanea de un cultivo organotipico de hipocampo en condiciones control y 30
minutos después del tratamiento con 10 nM de ABo. En azul se muestran los picos
significativos de actividad sincrénica poblacional B) Mapas de correlacion espacial de la
actividad espontanea de las neuronas en condiciones control y después del tratamiento
con la ABo. C) Mapa de correlacion cruzada de todos los posibles pares de neuronas. Se
muestran también las cuantificaciones del niumero de células activas (D), la tasa promedio
de actividad por neurona (E), el indice de actividad coactiva total (F) y el nimero de picos
de sincronia (G) en cada condicion experimental; los rombos representan el promedio de
10 experimentos + E.E.; * denota diferencias significativas con respecto al control. n.s.
denota aue no existe diferencia sianificativa con respecto al control.
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ratones Fyn KO presentan alteraciones en la LTP y la memoria (Lowell y Soriano
1996; Lambert et al. 1998) y quiza estas alteraciones funcionales son el resultado

del comportamiento aberrante de la red descrito aqui.

Al analizar la dinamica de la red hipocampal de ratones Fyn KO, se encontré
que la actividad espontanea de estos cultivos organotipicos de hipocampo genera
distintos estados funcionales cuya dinamica se mantiene constante incluso
después de la aplicacion de la ABo 10 nM (en estados funcionales: control = 3.5 +
0.3 vs. ABo = 3.6 ABo 0.2; Fig. 31A-F). Note que no existe un estado preferente de
la red y que la alternancia entre estados es alta tanto en condiciones control, como
después de la aplicacion de la ABo. En las graficas que representan las
transiciones entre estados de la red neuronal se puede observar que en
condiciones control no existe un estado preferente de la red y que la alternancia
entre estados es alta (Fig. 31C). La aplicacion de la ABo no cambia la dinamica de
la red e, incluso, se puede observar que la red se comporta de forma similar a los
cultivos provenientes de ratones WT en condiciones control (Fig. 31C; ver Fig.23C
y Fig. 26C). En la figura 31D, se muestran la distribucion espacial de las neuronas
que participan en cada uno de los estados funcionales de la red de un raton Fyn
KO y se puede observar la misma presenta agregados de neuronas coactivas en
condiciones control y en presencia de ABo. Estos datos sugieren que la ABo tiene
como blanco a diferentes tipos neuronales y que existe una poblacidon de neuronas
hipocampales que resisten al efecto inhibitorio de la ABo debido en ausencia de
Fyn. Al parecer esta poblacion de neuronas resistentes podria ser suficiente para
mantener la dinamica de la red neuronal del hipocampo. No obstante, sera
necesario realizar los experimentos que permitan comprobar esta hipotesis. Estos
resultados se relacionan ademas, con datos electrofisiolégicos donde se encontrd
que la inhibicion o la ausencia de esta cinasa previenen el efecto inhibitorio de la
ABo sobre la actividad espontanea del hipocampo y que se presentaran en el

siguiente apartado.
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Figura 31 — Dinamica de la red neuronal en cultivos organotipicos de ratones Fyn KO. A)
Matriz de similaridad de los vectores de la actividad del cultivo organotipico de hipocampo en
condiciones control y 30 min posteriores a la aplicacién de la Ao (10 nM). B) Proyeccion del
LLE que muestra la dindmica de la red neuronal en las condiciones experimentales de A. Note
que la dinamica de la red neuronal no cambia con la aplicacion de la ABo. C) Comportamiento
de la red neuronal en condiciones control y después de la aplicacion de la ABo. La disposicion
horizontal de los puntos indica la recurrencia en un estado mientras las lineas indican la
transicion hacia otro estado. D) Mapas de la distribucién espacial de las neuronas que participan
en cada estado funcional. E) Cuantificacion del nimero de estados funcionales en las diferentes
condiciones experimentales. Los rombos representan el promedio de 10 experimentos + E.E,;
n.s. denota que no existe diferencia significativa con respecto a la condicién control. F) Analisis
de agrupamiento jerarquico de las células que participan en los estados de la red.

6.3. Via de senalizacion intracelular involucrada en los efectos de la ABo sobre la

actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo.

Una vez caracterizado el efecto de la ABo sobre la actividad espontanea del
hipocampo, se procedio a indagar los posibles mediadores moleculares implicados
en los efectos de la ABo. Por lo tanto, el objetivo de esta seccion, fue el de
determinar los elementos de una cascada de sefalizacion que participan en los
efectos inhibitorios de la ABo sobre la actividad espontanea de la red neuronal del

hipocampo.

La inhibicién de la actividad espontanea producida por la ABo, correlaciona con la
activacion de la GSK3g.

Para explorar el mecanismo molecular relacionado con los efectos inducidos
por la ABo sobre la actividad espontanea del hipocampo, se probé si la cinasa
GSKa3 esté involucrada en dicho efecto. Para ello, se midié la activacion de dicha
cinasa a través de la fosforilacion de las serinas (21 y 9), asi como de las tirosinas
(279 y 216) tanto de la isoforma GSK3a como la GSK3, respectivamente (Fig.
19C-D). Los experimentos para medir la fosforilacién de la GSK3 se llevaron a cabo
en rebanadas de hipocampo provenientes de ratones WT y se desarrollaron
independientemente de los registros de actividad de campo; pero en condiciones
equivalentes. Los resultados obtenidos muestran que la aplicacion de la ABo

promueve una disminucion significativa en la fosforilacién de serinas para la GSK3
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(Control = 1.68 + 0.4 u.a. vs. ABo = 0.86 + 0.15 u.a.), pero no para la GSK3a
(Control = 1.7 £ 0.97 u.a. vs. ABo = 0.86 £ 0.15 u.a; Fig. 32C-D), lo que indica que
la cinasa se activa cuando se aplica la ABo. Esta activacion se ve reflejada también
en la fosforilacion de las tirosinas en ambas isoformas (Fig. 32 C-D), que
aumentaron de manera significativa con respecto al control después de la
aplicacién de la ABo (GSK3a: Control = 0.69 +0.07 u.a. vs. ABo = 0.89 £ 0.09 u.a;;
y GSK3p: Control = 0.85 + 0.07 u.a. vs. ABo = 10.5 + 0.09 u.a.). Estos resultados
sugieren que la GSK3B, en mayor medida que la GSK3a, participa en la via de
sefalizacion activada por la ABo. Se presenta también el efecto de la ABo sobre la
actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo (Fig. 32A-B). Cémo se
demostré previamente, la ABo inhibe de forma homogénea a todas las bandas de
frecuencia que componen el registro electrofisioldgico de la actividad espontanea
(Fig.32 A). Esta inhibicion es de un 56 % cuando se analiza la suma de la potencia
integrada de la actividad espontanea (Fig. 32B). Interesantemente, en este grupo
de experimentos y a diferencia de los experimentos iniciales de esta tesis, la fp
presenta una disminucion significativa que se acompana con un desplazamiento
hacia la izquierda en el espectro de potencia (en Hz: Control = 12.56 + 2 vs. ABo =
9.8 +1.5).

Los receptores de membrana integrinas median el efecto inhibitorio de la ABo.

Para determinar si el efecto de la ABo sobre la actividad espontanea del
hipocampo esta mediado por los receptores de membrana integrinas, se utilizo la
echistatina a1 (eq1), un antagonista general de las integrinas (Gan et al. 1988;
Garsky et al. 1989; Marcinkiewicz et al. 1997). El analisis de los registros y los
espectros de potencia muestran que el tratamiento con la echistatina previene los
efectos de la ABo sobre la actividad espontanea del hipocampo (en nV? Control =
1.08 £ 0.19 vs. eq1+ABo = 1.28 + 0.32; Fig.33A). La echistatina pos si misma no
afecta la actividad hipocampal (eq1 = 1.21 + 0.19 nV% Figura 33B). La fp se
mantiene sin alteraciones en las diferentes condiciones experimentales (en Hz:
Control = 11.87 £ 0.95; eq1 = 11.54 + 1.2; eq1+ABo = 12.45 + 1.3). Posteriormente,

se midieron los niveles de fosforilacién de la GSK3 para determinar si las integrinas
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Figura 32 - La inhibicién de la actividad espontanea del hipocampo inducida por la ABo
coincide con la activacion de las GSK3a/B. A) Registro de campo y espectros de potencia
de la actividad espontanea en la regién CA1 del hipocampo de ratones WT en condiciones
control (Negro) y 30 min posteriores a la aplicacion de ABo 10 nM B) Cuantificacién de la
potencia integrada de la actividad espontanea del hipocampo en condiciones control y en
presencia de ABo. C) Western blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y
cuantificacion de los niveles de fosforilacion de serinas de la GSK3a/ en condiciones control y
30 minutos posteriores a la aplicacion de ABo 10 nM. D) Western blots de lisados totales de
rebanadas de hipocampo y cuantificacion de los niveles de fosforilacion de tirosinas de la
GSK3 en condiciones control y 30 minutos posteriores a la aplicacion de ABo 10 nM. Las
barras son el promedio de 5 a 7 experimentos + E.E. Note que aplicacion de la ABo, ademas
de inhibir la actividad espontanea, también promueve un cambio en los patrones de
fosforilacion de serinas y treoninas de la GSK3 a/.

participan en la activacion de ésta cinasa inducida por la ABo. Se encontré que la

echistatina es capaz de prevenir la activacion de la GSK3a/f mediada por la Ao,

ya que los niveles de fosforilacion se mantienen inalterados con respecto a la

condicion control; tanto para las serinas (en u.a.: GSK3a: control = 0.71 + 0.14, eq1
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=0.70 £ 0.17, eq1+ABo = 0.56 = 0.12; GSK3f: control = 0.94 + 0.05, eq1 = 0.93 +
0.02, eq1+ABo = 0.85 + 0.06; Fig.33C-D), como para las tirosinas (en u.a.: GSK3a:
control = 0.76 = 0.16, eq1 = 0.65 + 0.10, eq1+AB0 = 0.70 = 0.06; GSK3p: control =
0.67 £ 0.15, eq1 = 0.62 £ 0.13, eq1+AB0 = 0.67 + 0.07; Fig. 33C-D).

La cinasa de tirosinas FAK participa en el efecto inhibitorio de la AB.

En el apartado anterior, se demostr6 que las integrinas median el efecto
inhibitorio de la APBo sobre la actividad espontanea del hipocampo. El paso
siguiente en la investigacién fue determinar el mecanismo molecular a través del
cual la interaccion ABo-integrinas altera este proceso. Como punto de partida, se
analizé si la cinasa FAK estaba involucrada. FAK, es una cinasa de tirosinas que
participa de forma fisiologica en la cascada de sehalizacion de las integrinas
(Parsons 2003a; Mitra et al. 2005). Para analizar su participacion en la inhibicion de
la actividad hipocampal producida por la ABo se empled el inhibidor PF573228
(PF), especifico de esta cinasa (Slack-Davis et al. 2007). Los registros
electrofisiolégicos y sus respectivos espectros de potencia muestran que la
aplicacion del inhibidor de FAK (Fig. 34A-B) no afecta la actividad espontanea del
hipocampo (en nV?: control = 1.0 + 0.16 vs. PF = 0.87 + 0.16), y tampoco altera la
fp (en Hz: control = 10.8 £ 0.7 vs. PF = 10.5 + 0.6). Sin embargo, la aplicacién del
PF previene por completo el efecto inhibitorio de la ABo sobre la actividad
espontanea del hipocampo (en nV?: control = 1.0 + 0.16 vs. PF+ABo = 1.06 + 0.26;
Fig. 22A-B) y evita el desplazamiento de la fp también (en Hz: control = 10.8 + 0.7
vs. PF+ABo = 10.3 £ 0.9). Mas aun, el tratamiento con el PF573228 previene el
efecto de la ABo sobre los patrones de fosforilacion de la GSK3 (Fig. 34C-D). Es
decir, el PF previene la disminucién en la fosforilacion de las serinas (en u.a.:
GSK3a: control = 0.70 £ 0.09, PF = 0.67 + 0.10, PF+ABo = 0.75 £ 0.11; GSK3g:
control = 0.87 + 0.18, PF = 0.79 + 0.13, PF+ABo = 0.81 + 0.13) y también el
aumento en la fosforilacién de las tirosinas (en u.a.: GSK3a: control = 0.66 + 0.08,
PF =0.66 £ 0.11, PF+ABo = 0.76 + 0.19; GSK3f: control = 0.64 + 0.15, PF = 0.54
0.16, PF+ABo = 0.67 = 0.14), lo cual sugiere que la inhibicién de esta cinasa

previene la activacion de la GSK3 y que FAK se encuentra cascada arriba de la

-113 -



Afo - -

+
100 ul - + +
- pS(21)-GBK3u
m pS(9)-GSK3R
m GSK3u Total
0 ' GSK3p Total

10 20 30 40

Paotencia (pV3)
n
o

+€ul Apo - = *
Eul -  +  +
[ | pY(279)-GSK3a
gwo - S pY(216)-GSKSR
j=R
= | w—  GSK3n Total
2 50 ==— GSKE.; Total
g
E OI ¥ T 1 !
0 10 20 30 40
D
+Bu1+ Apo GSK3au 0S Py
MMMW =12 1.0
g'IOU = 2 n.s. o bitiod
= | = ;_'0.8 T T 1506
g 50 Ts ©o04
= E":, 0.2
E 0 0.0 | |
0 10 20 30 40 - -+
Frecuencia (Hz) -t
B GSK3p
T 18 "o P
2 =
3?12 i 12 NS ns n.s. n.s.
‘g% . : D|:||j
2=0 o 06
2 c
=) 5]
o 0 o
= 0.0
- - + Apo
- + - 4+ 4 Bul

Figura 33 — Las integrinas median el efecto inhibidor de la ABo sobre la actividad
espontanea del hipocampo. A) Registros electrofisioléogicos de la actividad espontanea del
hipocampo en condiciones control (negro) y después de la adiciéon de la ABo (10 nM; gris claro)
en presencia del inhibidor de integrinas echistatina a1 (e 41; 30 nM); las graficas debajo de los
registros son los espectros de potencia respectivos de cada condicion experimental. B)
Cuantificacion de la potencia de la actividad espontanea (negro), en presencia de 30 nM de
echistatina por 1 hr (gris claro) y al agregar AB 10 nM en presencia de la echistatina (gris oscuro).
C) Western blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacion de los niveles de
fosforilacion de serinas de la GSK3a/B en condiciones control, con e 4; y 30 minutos posteriores a
la aplicacion de ABo 10 nM. D) Western blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y
cuantificacion de los niveles de fosforilacion de tirosinas de la GSK3. Las barras son el promedio
de 5 a 7 experimentos + E.E. Note que la aplicacion de la echistatina evita la inhibicién
dependiente de la ABo de la actividad espontanea y también evita el cambio en los patrones de
fosforilacion en la GSK3.
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GSKa3 en la via transduccional desencadenada por la activacion de las integrinas

en presencia de AB.

La cinasa Fyn es necesaria para el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad

hipocampal.

La cinasa FAK es capaz de formar un complejo enzimatico con otra cinasa
de tirosinas que pertenece a la familia src (Schaller et al. 1994; Xing et al. 1994).
Esta cinasa se llama Fyn y se sabe que la interacciéon FAK-Fyn potencia la
sefalizacion de las integrinas (Schaller et al. 1994; Schaller y Parsons 1994;
Schlaepfer y Hunter 1996). Ademas, se ha reportado que la cinasa Fyn puede
activar a la GSK3[3 a través de la fosforilacidon en las tirosinas (Lesort et al. 1999)
que, como se ha mostrado en esta tesis, se incrementa con el tratamiento con la
ABo. Por lo tanto, se determind si la cinasa de tirosinas Fyn también esta
involucrada en los efectos de la ABo sobre la actividad hipocampal. Como
estrategia experimental, se realizaron registros de campo de la actividad
espontanea de rebanadas de hipocampo provenientes de ratones carentes de esta
cinasa (Fyn KO). Interesantemente, las rebanadas obtenidas de los ratones Fyn
KO son resistentes al efecto inhibitorio de la ABo sobre la actividad espontanea de
la red neuronal del hipocampo (en nVZ: control = 0.68 + 0.10 vs. ABo = 1.00 + 0.25;
Fig. 35A). La fp tampoco presenta alteraciones (en Hz: control = 8.9 £ 0.8 VS. ABo
= 8.0 £ 0.7). La cuantificacién de la potencia integrada muestra que la actividad
espontanea tiende a aumentar incluso con la aplicacion de la ABo (Fig. 35B), no
obstante, este aumento no es estadisticamente significativo. De manera similar a
las rebanadas provenientes de ratones WT, se analizaron los patrones de
fosforilacién en la cinasa GSK3a/B en rebanadas de hipocampo provenientes de
ratones Fyn KO y se observo que la aplicacion de la ABo 10 nM por 30 minutos, no
genera un cambio en dichos patrones (Fig. 35C-D), tanto en los residuos de serinas
(en u.a.: GSK3a: control = 0.30 + 0.04 vs. ABo = 0.25 + 0.05; GSK3p: control =
296 £ 0.18 vs. ABo = 3.34 + 0.17), como en los de tirosinas (en u.a.: GSK3a:
control = 0.42 + 0.02 vs. ABo = 0.43 £ 0.01a; GSK3: control = 1.38 + 0.25 vs. ABo

= 1.50 £ 0.28). Esto datos sugieren que la cinasa Fyn participa en la via de
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Figura 34 — Las cinasa de tirosinas FAK es necesaria para el efecto inhibidor de la ABo. A)
Registros electrofisiolégicos de la actividad espontanea del hipocampo en condiciones control
(negro), después de la adicion del inhibidor de FAK PF573228 (PF; gris claro) y con la aplicacion
de la ABo (10 nM; gris claro) en presencia del PF; las graficas debajo de los registros son los
espectros de potencia respectivos de cada condicién experimental. B) Cuantificacion de la
potencia integrada de las distintas condiciones experimentales en A. C) Westem blots de lisados
totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacién de los niveles de fosforilacion de serinas de
la GSK3a/B en condiciones control, con PF y 30 minutos posteriores a la aplicacion de ABo 10
nM. D) Western blot de lisados totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacién de los niveles
de fosforilacion de tirosinas de la GSK3. Las barras son el promedio de 5 a 7 experimentos *
E.E. Note que la inhibicién de la cinasa FAK, evita los efectos de la ABo sobre la actividad
espontanea y sobre los patrones de fosforilacion de la GSK3.
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sefalizacion intracelular activada por la ABo y que lleva a la inhibicion de la

actividad de la red neuronal del hipocampo. Ademas, los resultados sugieren que la

cinasa Fyn se encuentra cascada arriba de la cinasa GSK3.
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Figura 35 — Las rebanadas de hipocampo provenientes de ratones Fyn KO son resistentes
a la ABo. A) Registro de campo de la actividad espontanea en la region CA1 del hipocampo de
ratones Fyn KO en condiciones control (Negro) y 30 min posteriores a la aplicacion de ABo (10
nM; gris). B) Cuantificacion de la actividad espontanea del hipocampo en condiciones control y
con ABo. C) Western blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacion de los
niveles de fosforilacion de serinas y tirosinas de la GSK3a/3 en condiciones control y 30 minutos
posteriores a la aplicacion de ABo 10 nM. Las barras son el promedio de 5 a 7 experimentos *
E.E. Note que la red neuronal del hipocampo proveniente de ratones Fyn KO es insensibles a los

Para corroborar la participacion de la cinasa Fyn en los efectos de la ABo

sobre la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo se utilizé el PP2,

qgue es un inhibidor general de las cinasas de la familia src (Lee et al. 2004a; Lee et
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al. 2004b; Lennmyr et al. 2004); a la cual pertenece Fyn (Resh 1998). La
administracion en el bafio de perfusion del PP2 no afecta la actividad espontanea
(nV?: control = 0.71 + 0.22 vs. PP2 = 0.80 + 0.25), sin embargo, previene el efecto
inhibitorio de la ABo (nV2 control = 0.71 + 0.22 vs. PP2+ABo = 0.98 + 0.32; Fig.
36A-B). La aplicacion del PP2 tampoco tiene efecto sobre la fp (en Hz: control =
9.2 £ 0.7; PP2 = 10.1 £ 0.9; PP2+ABo = 11.8 + 0.8). Al analizar los patrones de
fosforilacion de la GSK3 se observo que el PP2 es capaz de evitar la fosforilacion,
dependiente de la ABo, de las tirosinas en ambas isoformas de la GSK3 (en u.a.:
GSK3a: control = 0.83 + 0.12, PP2 = 0.91 + 0.12, PP2+ABo =0.82 + 0.08; GSK3p:
control = 0.83 + 0.12, PP2 = 0.83 = 0.12, PP2+ABo =0.74 + 0.05; Fig. 36C-D)
ratificando la participacion de la cinasa Fyn en el efecto inhibitorio de la ABo sobre
la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo. Interesantemente, la
aplicacion de la ABo en presencia del PP2, provocd la disminucion en la
fosforilacion de las serinas (Fig. 36C-D) tanto de la GSK3a (en u.a.: control = 0.96 *
0.05, PP2 =1.08 £ 0.15, PP2+AB0o =0.74 + 0.10) como la GSK3 (en u.a.: control =
1.27 + 0.10, PP2 = 1.14 + 0.12, PP2+ABo =0.87 + 0.06); de manera similar a lo
observado con la aplicacién solo de la ABo (ver Fig.32C-D). Estos resultados
sugieren que el efecto inhibidor de la ABo, sobre la actividad espontanea de la red
neuronal del hipocampo, requiere de los cambios en fosforilacion tanto de serinas

como de las tirosinas que regulan la actividad de la GSKS3.

La cinasa GSK3p participa en el efecto de la AB sobre la actividad espontanea del

hipocampo

Como se menciond al inicio de esta seccion, una cinasa que ha cobrado
mucha importancia en el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen las
alteraciones en procesos cognoscitivos en pacientes con EA es la GSK3
(Balaraman et al. 2006; Hooper et al. 2008; Kremer et al. 2011). Ademas, la GSK3
parece ser uno de los mediadores mas importantes en la secuencia patolégica que
se ha descrito en esta tesis, debido a que su activacién por regulacion de la
fosforilacion en residuos de serinas y tirosinas es requerida para observar los

efectos inhibitorios de la ABo. Por lo tanto, se decidi6 investigar su participacion en
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Figura 36 — La inhibicion farmacolégica de la cinasa Fyn previene el efecto inhibitorio de la
ABo. A) Registros electrofisioldgicos de la actividad poblacional espontanea control (negro) y
después de la adicion de AR oligomerizada (gris oscuro) en presencia del inhibidor PP2 (5 uM;
gris claro). Las graficas debajo de los registros son los espectros de potencia correspondientes a
cada trazo. B) Cuantificacién de la potencia integrada del tratamiento con el inhibidor PP2 y el
efecto de la AB. C-D) Western blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y
cuantificacion de los niveles de fosforilacién de serinas y tirosinas de la GSK3a/B. Las barras
representan el promedio de 5 a 7 experimentos + E.E. Note que la aplicacion del inhibidor PP2

previene el efecto de la ABo.
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la alteracion de la actividad espontanea del hipocampo. Para ello se evalué si el
inhibidor SB216763 (SB), especifico para ésta cinasa (Coghlan et al. 2000; Cross
et al. 2001; Smith et al. 2001), era capaz de prevenir el efecto inhibidor de la ABo
sobre la actividad espontanea del hipocampo. Los resultados obtenidos muestran
que la aplicacion del SB sobre las rebanadas de hipocampo provenientes de
ratones WT, previene el efecto de la ABo sobre la actividad espontanea registrada
en la region CA1 del hipocampo. Esto se puede observar tanto en los registros
electrofisiolégicos como en los espectros de potencia correspondientes, asi como
en la cuantificacién de la potencia integrada para todos los tratamientos (nV?:
control = 2.0 + 0.40; SB = 1.98 + 0.61; SB+ABo = 1.62 + 0.41; Fig. 37A, B). Ni la
aplicacién del SB ni de la ABo modifican la fp (en Hz: control = 10.0 £ 0.8; SB = 9.0
+ 0.5; SB+ABo =10.3 £ 0.7 Hz).

Para corroborar la participacion de la cinasa GSK3[3 en la inhibicién de la
actividad hipocampal se realizé un protocolo experimental para activar a dicha
cinasa; que consiste en inhibir farmacolégicamente a una proteina inhibidora de su
actividad, la PI3K (Zhu et al. 2007; Wang et al. 2008b). Como se muestra en los
registros electrofisioldgicos y los respectivos espectros de potencia, la adicién del
inhibidor de la PI3K wortmanina (wrt; 100 nM) (Wymann et al. 1996), a rebanadas
de hipocampo provenientes de ratones WT, inhibe la actividad espontanea de la
red neuronal del hipocampo (nV?: control = 0.86 + 0.19 vs. wrt = 0.43 + 0.14; Fig.
38A-D). Esta inhibicion es del 49 % y es muy similar al efecto observado por la
adicion solo de la ABo (56 %; Fig. 32). Mas aun, la adicién de la ABo (en presencia
de la wortmanina) no resulté en un decremento mayor de la actividad espontanea
(nV?: wrt = 0.43 + 0.14 vs. wrt+ABo = 0.35 + 0.08) de manera que la wortmanina es
capaz de ocluir el efecto de la ABo (Fig. 38). La fp no se altera con la aplicacion de
la wortmanina, ni con la ABo (en Hz: control = 8.7 £ 0.7; wrt = 9.6 £ 0.6; wrt+ABo =
8.1 £ 0.7). Al analizar los patrones de fosforilacion de la GSK3 se observo que la
aplicacion de la wortmanina es capaz de disminuir la fosforilacion en las serinas de
la GSK3pB (Fig. 38C-D; en u.a: control = 0.82 + 0.10 vs. wrt = 0.72 £ 0.10), pero no
para la GSK3a (Fig. 38C-D; en u.a.: control = 0.85 + 0.32 vs. wrt = 0.79 = 0.32).

Mas aun, la posterior aplicacién de la ABo, en presencia de la wortmanina, provoca
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una disminucién mayor en la fosforilacion de la serinas de la GSK3B en
comparaciéon tanto del control (Fig. 38C-D; en u.a.: control = 0.82 + 0.10 vs.
wrt+ABo = 0.55 = 0.08.), como de la wrt (Fig. 38C-D; en u.a.: wrt = 0.72 + 0.10 vs.
wrt+ABo = 0.55 + 0.08). La aplicacion posterior de la ABo, no altera los patrones de
fosforilacion de serinas de la GSK3a en comparacion tanto del control, como de la
adicién de la wrt (Fig. 38C-D; en u.a.: control = 0.85 + 0.32; wrt = 0.79 = 0.32;
wrt+ABo =0.60 £ 0.15). La fosforilaciéon de las tirosinas de la GSK3 no presenta
cambios ni con la aplicacion de la wrt, ni con la adicién posterior de la ABo (en u.a.:
GSK3a: control = 0.36 £ 0.07, wrt = 0.33 + 0.05, wrt+ABo =0.39 + 0.10; GSK3g:
control = 0.48 £ 0.10, wrt = 0.50 £ 0.11, wrt+ABo =0.47 £ 0.12; Fig. 38C-D).
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Figura 38 — La activacion de la cinasa GSK3B mimetiza y ocluye el efecto inhibitorio de la
ABo. A) Registros electrofisioldgicos y sus respectivos espectros de potencia de la actividad
espontanea control (negro), y después de la adicién con 100 nM del inhibidor para la PI3K,
wortmanina (1hr; gris claro) y de la ABo en presencia de la wortmanina (gris oscuro). B)
Cuantificacion de la potencia de las condiciones experimentales de la seccion A. C-D) Western
blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacion de los niveles de
fosforilacion de serinas y tirosinas de la GSK3a/B. Las barras son el promedio de 5 a 7
experimentos + E.E.; * denota una diferencia significativa con respecto al valor control. Note que
la aplicacion de la wortmanina mimetiza y ocluye el efecto de la ABo sobre la actividad
espontanea del hipocampo y también sobre el patrén de fosforilacion de tirosinas de la GSK3}.
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El mismo protocolo experimental de activacion farmacoldgica de la GSK3 se
aplicé a rebanadas de hipocampo provenientes de ratones Fyn KO. Los resultados
muestran que la wortmanina también induce una inhibicion de la actividad
espontanea hipocampal en este tejido (nV2: control = 1.08 £ 0.28 vs. wrt = 0.54 +
0.20; Fig. 39A-D). Esta inhibicién es del 50 % y muy similar al efecto observado
para las rebanadas provenientes de ratones WT (49 %; Fig. 32A-B). La aplicacion
posterior de la ABo a las rebanadas Fyn KO tiende a inhibir aun mas la actividad
espontanea (wrt = 0.33 + 0.12 nV?), pero este efecto no es estadisticamente
significativo (Fig. 39B). Un efecto similar se observd en la fp, donde existe una
tendencia a disminuir tanto con la wortmanina como con la ABo (en Hz: control =
10.2 £ 0.8; wrt = 9.4 + 0.8; wrt+ABo = 8.0 £ 0.9), sin embargo, estas tendencias
tampoco son significativas para ninguna de las condiciones experimentales. Por
otro lado, la aplicacion de la wortmanina también es capaz de alterar los patrones
de fosforilacion de la GSK3 (Fig. 39C-D), de forma similar al efecto observado en
las rebanadas WT (Fig. 26C-D). La wortmanina es capaz de inducir una
disminucién en la fosforilacién de las serinas de ambas isoformas de la GSK3, que
aumenta aun mas con la posterior aplicacién de la ABo (en u.a.: GSK3a: control =
1.21 £ 0.12, wrt = 1.04 £ 0.04, wrt+ABo = 0.81 £ 0.08; GSK3: control = 0.85 +
0.08, wrt = 0.67 £ 0.07, wrt+ABo = 0.52 + 0.05; Fig. 39C-D). No obstante, los
patrones de fosforilacion de las tirosinas de la GSK3 no presentan cambios ni con
la aplicacion de la wrt, ni con la adicion posterior de la ABo (en u.a.: GSK3a: control
= 0.36 £ 0.05, wrt = 0.35 + 0.04, wrt+ABo =0.38 + 0.06; GSK3p: control = 0.26 +
0.03, wrt = 0.25 £ 0.03, wrt+ABo =0.24 + 0.02; Fig. 27C-D). Los datos obtenidos en
esta seccion corroboran que la GSK3[B participa en la inhibicién de la actividad
hipocampal producida por la ABo. Ademas, sugieren también que la GSK3[ se
encuentra cascada abajo de la cinasa Fyn; debido a lo observado en las rebanadas
Fyn KO donde se reporta una inhibicion de la actividad espontanea con la

aplicacion de la wortmanina.

Finalmente, una de las preguntas que surgi¢ de esta serie de experimentos

se refiere a la fosforilacion en las serinas de la GSK3. En este sentido, se sabe que
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Figura 39 — La activacion de la cinasa GSK3 en rebanadas de ratones Fyn KO inhibe la
actividad espontanea del hipocampo. A) Registros electrofisioldgicos y sus respectivos
espectros de potencia de la actividad espontanea control (negro), y después de la adicion con
100nM del inhibidor para la PI3K, wortmanina (1hr; gris claro) y de la ABo en presencia de la
wortmanina (gris oscuro). B) Cuantificacién de la potencia de las condiciones experimentales de
la seccion A. C-D) Westemn blots de lisados totales de rebanadas de hipocampo y cuantificacion
de los niveles de fosforilacion de serinas y tirosinas de la GSK3a/f. Las barras son el promedio
de 5 a 7 experimentos * E.E.; * denota una diferencia significativa con respecto al valor control.
Note que la aplicacion de la wortmanina mimetiza y ocluye el efecto inhibitorio de la ABo sobre la
actividad espontanea del hipocampo en rebanadas Fyn KO.
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la cinasa que fosforila estos residuos aminoacidico es la Akt (Cross et al. 1995;
Shaw et al. 1997; van Weeren et al. 1998), que pertenece a la via de sefializacion
de la PI3K y que regula negativamente a la la actividad constitutiva de la GSK3 a
través de la fosforilacion en las serinas. (Takashima et al. 1996; Chen et al. 2009;
Jimenez et al. 2011). En este caso, la Akt mantiene inactiva a esta cinasa y, por lo
tanto, la inhibicion de su actividad podria activar a la GSK3. Tomando en cuenta
estos datos, la pregunta que surgio en el presente trabajo de tesis fue si la ABo es
capaz de inhibir la via de sefializacién de la PI3K y en especifico, a la cinasa Akt.
Para ello, el planteamiento experimental fue medir la forma fosforilada de la Akt en
la serina 473 que, como se ha reportado, es la forma activa de esta cinasa (Brunet
et al. 2001). Los datos experimentales obtenidos demuestran que la aplicacion de
la ABo sobre rebanadas de hipocampo de ratones WT, disminuye la forma activa
de la Akt con respecto al control. Es decir, la aplicacion de la ABo promueve una
menor fosforilacion de la Akt en la serina 473 (Fig. 40; en u.a: control = 1.09 £ 0.19
vs. ABo =0.83 + 0.10). Estos resultados sugieren que la sobreactivacion de la GSK
por la aplicacién de la ABo sobre las rebanadas de hipocampo involucra también la
inhibicion de la via de sefalizacién PI3K/Akt, de manera que, este evento molecular
participa también en la disminucion en la actividad espontanea de la red neuronal

del hipocampo mediada por la ABo.

A

Afjo — -+
_ PS(473)-Akt Figura 40 — La ABo inhibe la via
reguladora de la GSK3 mediada por
_ Akt Total Akt. A) Western blots de lisados totales
de hipocampo en condiciones control y
30 minutos posteriores a la aplicacién de
B la ABo 10 nM que muestran Ila
pAkt fosforilacion de la Akt (pAkt; forma
activa). B) cuantificacion de la densidad
optica del nivel de fosforilacion de la
- cinasa Akt en las condiciones
=1 experimentales de A. Las barras son el
o promedio de 4 experimentos * E.E.; *
o denota una diferencia significativa con
z

*
T
——
= 0.5 7 respecto al valor control. Note que la
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En este trabajo de tesis se demostré que la ABi420ligomerizada (ABo) es
capaz de inhibir la actividad espontanea del hipocampo a concentraciones
nanomolares bajas y que ese efecto es reversible y depende de la edad. También
se demostré que la ABo aplicada de forma aguda altera la dinamica de la red
neuronal del hipocampo, al provocar un funcionamiento aberrante de la red que se
caracteriza por la formacion de un estado dominante que recluta a la mayoria de
las células activas en la red. Ademas, se mostré que la cinasa Fyn esta implicada
en este efecto sobre la dinamica de la red hipocampal. Se encontré también que la
dinamica de la red hipocampal de ratones con fenotipo EA, es muy similar a la
inducida por la aplicacion aguda de la ABo. Finalmente, se encontré que el efecto
inhibidor de la ABo sobre la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo
esta mediado por una via de sefalizacion intracelular que involucra a las integrinas
y a las cinasas Fyn, FAK y GSK3p. A continuacion, se discute la relevancia de

estos hallazgos.

7.1. Alteraciones en la actividad espontanea de la red neuronal del hipocampo

inducidas por la AB.

Uno de los principales hallazgos de esta tesis fue que la ABo genera
alteraciones de la red neuronal hipocampal a concentraciones nanomolares muy
similares a aquellas reportadas en el cerebro de pacientes con la EA (Shinkai et al.
1997; Lue et al. 1999; McLean et al. 1999; Naslund et al. 2000; Religa et al. 2003;
Klunk et al. 2005; Pefia et al. 2006). Estos datos pueden tener una gran relevancia
con respecto a la clinica; pues las concentraciones nanomolares bajas de A
correlacionan con el nivel de demencia (Masters et al. 1985; Lue et al. 1999;
Naslund et al. 2000) y con la severidad de las alteraciones en el EEG de los
pacientes con EA (Hughes et al. 1989; Schreiter-Gasser et al. 1994; |hl et al. 1996;
Nobili et al. 1999; Kowalski et al. 2001). En base a esta correlacién y a los datos
obtenidos, se propone en esta tesis que los oligbmeros de la AB alteran la actividad

de la red neuronal del hipocampo y que dicha alteracién podria estar relacionada
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con los problemas de memoria y aprendizaje en la etapa temprana de la EA (Pefia
et al. 2006; Pefa et al. 2009; Harris et al. 2010; Villette et al. 2010).

A medida que el cerebro envejece, se vuelve mas sensible al dafo; incluido
el efecto deletéreo de la AB (Lewis et al. 2006). La senescencia esta asociada a
alteraciones especificas de la funcidén hipocampal, que se reflejan en el deterioro en
los procesos de memoria y aprendizaje (Busciglio et al. 1998; Bach et al. 1999).
Este deterioro puede estar asociado a la perdida de contactos sinapticos (Chen et
al. 2002), al “silenciamiento” de las sinapsis (Araki et al. 1997; Barnes et al. 2000) o
la disminucion en la respuesta postsinaptica (Thibault y Landfield 1996) (para una
mejor revisién checar (Rosenzweig y Barnes 2003). Estas alteraciones se reflejan
en un deterioro en la generacion de la plasticidad de largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés) (Rosenzweig et al. 1997; Bach et al. 1999; Rosenzweig y Barnes
2003) asi como en alteraciones en la generacion de ciertos patrones de actividad
oscilatoria espontanea (Vreugdenhil y Toescu 2005). En las condiciones
experimentales de este trabajo, se muestra que la actividad espontanea de la
region CA1 del hipocampo se mantiene estable a lo largo del desarrollo postnatal,
al menos hasta la semana 32 de edad. Sin embargo, esta actividad se vuelve mas
sensible a la ABo a través de la edad. Los resultados mostrados en esta seccion
del trabajo sugieren que el incremento dependiente de la edad en la concentracion
de la AB en los cerebros de los pacientes con EA (Lewis et al. 2006), coincide con
el hecho de que la red neuronal del hipocampo se vuelve mas vulnerable al dano
(Busciglio et al. 1998; Bach et al. 1999), y por lo tanto, a la AB. Esta situacion,
puede generar una transicién entre el envejecimiento normal y la condicién
patoldgica relacionada al inicio de la EA (Kuo et al. 1996; Lue et al. 1999; Wang et
al. 1999).

Anteriormente, se ha reportado que los oligémeros de la AB pueden inducir
la muerte neuronal (Hartley et al. 1999; Kim et al. 2003a; Costantini et al. 2005a;
Chong et al. 2006; Sturchler et al. 2008). Si bien la mayoria de estos experimentos
utilizan concentraciones muy altas de oligobmeros de la AR (Hartley et al. 1999; Kim
et al. 2003a; Costantini et al. 2005a; Chong et al. 2006; Sturchler et al. 2008) o
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tiempos de exposicidon muy largos (Hartley et al. 1999; Kim et al. 2003a; Chong et
al. 2006), hay reportes de que la AP puede inducir neurotoxicidad a
concentraciones muy cercanas a las utilizadas en los experimentos de este trabajo
(Lambert et al. 1998). Lambert y colaboradores (1998) reportaron que la solucién
oligomerizada de AB a una concentracion de 5 nM reduce la viabilidad celular en
rebanadas de hipocampo si se aplica durante 24 hrs. En base a los datos
anteriores, fue necesario resolver si la reduccion de la actividad espontanea del
hipocampo producida por la ABo en la presente tesis estaba relacionada con dafo
celular. En los experimentos donde se lavé la ABo del bafio de registro se encontré
que el efecto inhibitorio del péptido era reversible. Esto sugiere que el efecto de la
ABo no correlaciona con muerte celular ya que, por definicion, la muerte celular es
irreversible. Ademas, en el laboratorio se llevaron a cabo experimentos para medir
la neurotoxicidad de la ABo sobre la red neuronal del hipocampo y la corteza
cerebral (Balleza-Tapia et al. 2010; Villanueva Castillo 2010). En ambos casos, se
encontré que la ABo 10 nM no produce neurotoxicidad en el hipocampo. Estos
datos sugieren que los oligdbmeros de la AB son capaces de generar muerte
neuronal a tiempos de exposicion prolongados y, en contraste, que la aplicacion
aguda de la ABo induce una disfuncion reversible de las redes neuronales al alterar
mecanismos celulares especificos involucrados en la generacion de los patrones
de actividad de estas redes (Pefa et al. 2009; Balleza-Tapia et al. 2010; Alvarado-
Martinez et al. 2013). Esta idea esta apoyada, ademas, por diversos trabajos que
han demostrado que la aplicacion aguda de oligdmeros de AB a concentraciones
nanomolares altera la LTP generada en el hipocampo sin una relacién con la
muerte celular (Lambert et al. 1998; Walsh et al. 2002a; Wang et al. 2002; Wang et
al. 2004b).

Una observacion interesante de los experimentos de lavado de la ABo, es
que la recuperacion de la actividad a los 30 minutos de lavado, tiende a
incrementar la potencia de la actividad hipocampal a niveles mayores a la actividad
control (Fig. 14). A pesar de que este incremento no alcanzé la significancia
estadistica, la tendencia sugiere que la red neuronal que se recupera de la

inhibicion producida por la ABo, puede volverse hiperexcitable. Esta idea esta
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respaldada por reportes previos donde se ha demostrado un aumento en la
excitabilidad (hiperexcitabilidad) posterior al lavado de GABA (Garcia-Ugalde et al.
1992; Calixto et al. 2000; Casasola et al. 2001; Casasola et al. 2004), de agonistas
opioides (Drdla et al. 2009), de 6xido nitrico (Bohme et al. 1991; Bon et al. 1992;
Bon y Garthwaite 2001) y de adenosina (Doolette y Kerr 1995). Es posible que esta
actividad hiperexcitabilidad posterior al lavado de la ABo participe en la generacion
de actividad de tipo epiléptica observada en modelos animales de la EA (Palop et
al. 2007; Palop y Mucke 2009b; Palop y Mucke 2009a) asi como en pacientes con
EA (para una revision ver (Palop y Mucke 2009b; Palop y Mucke 2009a)).

Existen numerosos reportes que muestran que durante las primeras
semanas postnatales la actividad espontanea “de fondo” coexiste con espigas
poblacionales de actividad sincrénica, que eventualmente desaparecen a medida
que el animal crece (Khazipov et al. 1997; Pefa y Alavez-Perez 2006). De forma
interesante, en esta tesis se encontré que la ABo afecta de manera diferencial las
espigas poblacionales y a la actividad espontanea de fondo producidas en la
misma rebanada obtenida de neonatos (Fig. 18). Mientras que la actividad
espontanea se mantiene inalterable después de la aplicacion de la ABo en
rebanadas de hipocampo provenientes de animales neonatos (Fig. 18A), las
espigas de actividad poblacional presentes en la misma rebanada desaparecen
casi por completo en presencia de ABo (Fig. 18B). De forma similar, un estudio
previo reportd que las espigas de actividad poblacional provocadas con 4-
aminopiridina estan disminuidas en rebanadas provenientes de animales
transgénicos tipo EA (Brown et al. 2005a). Los resultados obtenidos en este trabajo
soportan la idea de que los oligdbmeros de AB son capaces de alterar de manera
diferencial ciertos tipos de actividad de las redes neuronales. En este sentido, se ha
reportado que las oscilaciones de tipo beta inducidas por la aplicacion de Kainato o
Potasio son sensibles de manera diferencial a la aplicaciéon de la AR (Adaya-
Villanueva et al. 2010) y que las oscilaciones theta inducidas con carbacol o DHPG
también son diferencialmente sensibles a la aplicacion de AB (Gutierrez-Lerma et
al. 2013). Mas aun, trabajos recientes han demostrado que en modelos animales

que sobreexpresan la APP, y por consiguiente, producen niveles altos de la AR, la
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generacion de oscilaciones de tipo gamma se ve alterada (Driver et al. 2007) pero
no asi la generacion de un tipo de actividad de la red denominado “Sharp waves”
(Hermann et al. 2009). En conjunto, estos datos sugieren que, por una parte, el
efecto diferencial de la AB en la actividad de las redes neuronales puede ayudar a
comprender el tipo de mecanismo celular involucrado en dicho efecto y, por otra
parte, puede crear una falsa controversia con respecto al efecto, o ausencia de él,
sobre ciertos tipos particulares de actividad de la red neuronal. Una controversia de
este tipo existe con respecto a la LTP, la cual se ha explicado por la diversidad de
mecanismos celulares involucrados en diferentes tipos de LTP (Cullen et al. 1997;
Lambert et al. 1998; Fitzjohn et al. 2001; Stephan et al. 2001; Sun y Alkon 2002;
Walsh et al. 2002a; Wang et al. 2002; Klyubin et al. 2004; Rowan et al. 2004; Wang
et al. 2004a; Wang et al. 2004b; Rowan et al. 2007). En este sentido, es importante
identificar cuales poblaciones neuronales son afectadas por la AB y, aun mas
interesante, cuales de estas poblaciones neuronales y actividades de la red
neuronal estan involucradas en la disfuncién de los procesos cognoscitivos

alterados por la AB.

7.2. Efectos de la proteina  amiloide sobre la dinamica de las redes neuronales del

hipocampo. Papel de la cinasa Fyn.

Para monitorear la dinamica de la red neuronal del hipocampo y el efecto de
la AB sobre ésta, se utilizé la técnica de fMCI. El analisis de los datos demostré que
los cultivos organotipicos de hipocampo tienen una alta actividad espontanea que
se refleja en un alto porcentaje de coactivacion. También se encontré que la alta
actividad hipocampal presenta picos de actividad sincrénica. Resultados similares
indican que éste tipo de actividad es caracteristico de los cultivos organotipicos de
hipocampo (Sasaki et al. 2007). Sasaki y colabores (2007), ademas, demostraron
que las neuronas mantienen su tasa de disparo contaste y estable después de 20

minutos de registro, muy similar a los resultados encontrados en este trabajo.

En esta tesis se demostré también que la AR produce una disminucién en la
dinamica de la red hipocampal. Este efecto inhibitorio se ha observado también en

rebanadas del septum medial. Utilizando fMCI, se demostré que la aplicacion de la
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AB promueve una diminucién en la coherencia del disparo de las neuronas del
septum que correlaciona con la pérdida de la ritmicidad de la frecuencia theta en
neuronas colinérgicas y GABAérgicas registradas con la técnica de patch clamp
(Leao et al. 2012). Este efecto inhibitorio sobre la actividad sincronica se ha
observado también en células neuronales en cultivo (Rui et al. 2006; Gortz et al.
2009), donde la aplicacion aguda de la AR es capaz de inhibir la actividad
sincroénica espontanea de los cultivos neuronales (Rui et al. 2006) y de disminuir la
tasa de disparo y el disparo en rafagas de neuronas cultivadas en arreglos de
multielectrodos (Gortz et al. 2009). Todo lo anterior a concentraciones de la AB
similares a las utilizadas en esta tesis. Los datos mas relevantes utilizando la
técnica de fMCI provienen de estudios in vivo con el modelo murino de la EA
APP23xPS45 (Busche et al. 2008; Busche et al. 2012). Este ratdn sobreexpresa la
APPswe y la mutante de la presenilina 1 G384A. En estos trabajos midieron la
actividad espontanea en la corteza y la region CA1 del hipocampo de los ratones
APP23xPS45 y reportaron un efecto diferencial de la AP sobre distintas
poblaciones neuronales; una proporcién de neuronas presentaron un decremento
en la actividad mientras que el otro presenté un aumento (Busche et al. 2008;
Busche et al. 2012). La poblaciéon de neuronas que se vuelven hiperexcitables en
presencia de la AB se localiza en la periferia de las placas seniles mientras que la
poblacion que se inhibe se distribuye homogéneamente en la corteza. El numero
de neuronas que se inhiben se incrementa de forma directamente proporcional a la
distancia de las placas (Busche et al. 2008; Busche et al. 2012). Interesantemente,
en ratones que no han desarrollado placas, se encuentra un aumento en la
hiperexcitabilidad neuronal en el hipocampo y, mas aun, la aplicacion aguda de la
AB en ratones WT promueve un aumento temporal de la actividad neuronal en CA1
(Busche et al. 2012). Es posible que la hiperexcitabilidad neuronal reportada en los
ratones APP23xPS45 sea producto de la adaptacion de la red neuronal al efecto
inhibitorio de la AB. A diferencia de lo reportado por Buche y colaboradores (2008,
2010); los resultados obtenidos en esta tesis no muestran ningun aumento
significativo en la actividad neuronal de los ratones WT. Cabe senalar que la

distribucion espacial de la actividad medida con transitorios de calcio que reporta
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Busche y colaboradores (2008) en los ratones APP23xPS45 es similar a la

encontrada en esta tesis para los ratones 3xTgAD.

A través de registros electrofisioldgicos, se ha podido demostrar que los
circuitos neuronales son capaces de generar patrones de actividad coordinada que
se repiten a través del tiempo tanto en preparaciones in vitro como in vivo (lkegaya
et al. 2004). Utilizando la fMCI se ha identificado que la activacién secuencial de
ensambles neuronales correlaciona con las secuencias de actividad neuronal
registradas electrofisiologicamente (lkegaya et al. 2004). Estas secuencias de
activacion poseen distintas estructuras espaciales que se repiten con cierta
temporalidad revelando una dinamica modular de las redes neuronales a través del
tiempo (lkegaya et al. 2004). En este sentido, Carrillo y colaboradores (2008)
analizaron el comportamiento de la red neuronal del estriado en presencia de
distintos estimulos farmacoldgicos y electrofisiologicos y el andlisis de sus
resultados demostré que la red neuronal estriatal es capaz de responder a los
estimulos generando patrones de actividad neuronal que representan estados
funcionales del circuito (Carrillo-Reid et al. 2008). Utilizando los mismos algoritmos
y criterios que Carrillo y colaboradores (2008), en ésta tesis se encontré que la
actividad espontanea de la red hipocampal presenta patrones de actividad neuronal
qgue se repiten en el tiempo y que generan distintos estados funcionales dinamicos
y con una alta recurrencia. Estos datos son ligeramente diferentes a los estados
funcionales reportados para el circuito del estriado donde la transicion entre un
estado y otro es menos dinamica y genera estados mas estables. No obstante,
estas diferencias pueden ser el resultado del protocolo experimental empleado por
Carrillo y colaboradores, en el cual, utilizaron una estimulacion con NMDA del
circuito estriatal, mientras que en el presente trabajo solo se evaluo la actividad
espontanea de la red neuronal del hipocampo sin farmaco alguno (Carrillo-Reid et
al. 2008). Por otra parte, Sasaki y colaboradores (2007), que también midieron la
actividad espontanea en cultivos organotipicos de hipocampo, encontraron que la
dinamica del circuito neuronal se comporta de forma similar al circuito estriatal
(Carrillo-Reid et al. 2008). En éste trabajo se reporta que la red hipocampal tiende a

mantenerse en un estado funcional estable para subitamente cambia a otros. Por
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ello, en el hipocampo, la transicion entre los estados es baja y la recurrencia tiene
valores altos (Sasaki et al. 2007). Cabe senalar que los criterios de seleccién de los
patrones de actividad neuronal utilizados en esta tesis se basaron en lo reportado
para el circuito estriatal (Carrillo-Reid et al. 2008), pues se seleccionaron los
patrones de picos de actividad sincrénica mientras que Sasaki y colaboradores
(2007) incluyeron la totalidad de la actividad neuronal. Es posible que las
diferencias que se observan entre ambos reportes radiquen en la metodologia de

analisis.

Al analizar el efecto de la AB sobre la dinamica del circuito hipocampal se
observd una disminucién en el numero de estados funcionales y, ademas, se
genero un estado preferencial y un aumento en la recurrencia de dicho estado. En
este sentido, se ha reportado que la red neuronal del circuito estriatal en un modelo
de Hemiparkinsonismo tiene un comportamiento similar (Jaidar et al. 2010). Dado
que la aplicacion de bicuculina, que bloquea los receptores GABA-A, disminuye la
transicion entre los estados funcionales y favorece un estado preferencial
altamente recurrente (Carrillo-Reid et al. 2008; Jaidar et al. 2010), se ha sugerido
que la transmision GABAérgica es importante para la transicion entre los distintos
estados funcionales de los circuitos neuronales (Carrillo-Reid et al. 2008; Jaidar et
al. 2010). De acuerdo a esta linea de evidencia, los datos obtenidos en ésta tesis
permiten suponer que el efecto de la AB sobre la red neuronal puede estar regulado
por una poblacién de neuronas hipocampales de naturaleza GABAérgica, como se

ha reportado para ratones transgénicos tipo EA (Verret et al. 2012).

Una de las caracteristicas notables en los registros de la actividad de la red
neuronal del cerebro de pacientes con la EA es la alteracion en los ritmos
cerebrales medidos con la técnicas de EEG y MEG (Duffy et al. 1984; Coben et al.
1985; Penttila et al. 1985; Hooijer et al. 1990; Soininen et al. 1992; Buchan et al.
1997; Bennys et al. 2001; Knott et al. 2001; van der Hiele et al. 2007b). Las
alteraciones en los registros se manifiestan como un corrimiento hacia la izquierda
del espectro de potencia (Giannitrapani et al. 1991; Signorino et al. 1995;

Rodriguez et al. 1999). Mas aun, se ha demostrado que existe una correlacion
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entre el nivel de demencia de los pacientes con EA y la alteracién en los registros
de EEG (Coben et al. 1985; Penttila et al. 1985; Soininen et al. 1991a; Wszolek et
al. 1992; Prichep et al. 1994). Esta actividad anormal registrada con EEG y MEG en
los pacientes con EA, desde etapas tempranas, sugiere un cambio en la
funcionalidad de los circuitos neuronales responsables de la generacién de los
diferentes ritmos cerebrales. En este sentido, la disminucién en el numero de
estados funcionales y la generacidon de un estado preferente en la dinamica de la
red hipocampal producido por la aplicacién aguda de la AR y observada también en
los cultivos de ratones 3xTgAD (reportados en esta tesis), puede ser el sustrato de
la alteracion en el flujo de informacidn en el circuito del hipocampo. Esta alteracién
en el flujo de informacién se ha reportado en diversos tipos de estudios que han
analizado parametros que miden la conectividad funcional de las regiones
corticales de los pacientes, tanto en registros de EEG como MEG, en los que se ha
encontrado una disminucion en la coherencia (Leuchter et al. 1987; Leuchter et al.
1992; Dunkin et al. 1994; Jelic et al. 1996; Comi et al. 1998; Berendse et al. 2000;
Adler et al. 2003), la probabilidad de sincronizaciéon (Stam et al. 2002; Stam et al.
2003; Pijnenburg et al. 2004; Stam et al. 2005; Babiloni et al. 2006b; Stam et al.
2006) y el primer exponente de Lyapunov (Jeong, Kim et al. 1998; Jeong, Chae et
al. 2001). En conjunto, estos estudios demuestran que existe una perdida en la
conectividad funcional entre regiones corticales de los pacientes con EA que podria
explicarse por la pérdida en la conectividad entre las redes neuronales que
componen dichos circuitos. En ese sentido, por ejemplo, se ha propuesto que las
alteraciones en la actividad oscilatoria cortical en la esquizofrenia podrian
representan un correlato funcional de una desconexién funcional entre las redes
neuronales de las estructuras corticales, y por tanto, sustentar la fragmentacion de
la mente y el comportamiento caracteristico de la esquizofrenia (Artieda et al.
2009). De esta manera, los datos encontrados en esta tesis sugieren que
posiblemente el hipocampo es incapaz de engancharse en oscilaciones
relacionadas con los procesos cognoscitivos y que la generacion de redundancia
en la funcionalidad del circuito del hipocampo puede ser una de las limitantes para

el flujo normal de la informacién. La alteracion funcional del hipocampo producida

-134-



por la AB podria representar la base fisiopatolégica de las alteraciones observada
en los cerebros de los pacientes con la EA que origina la perdida de la conectividad

funcional entre regiones cerebrales.

Como ya se menciond, las funciones cerebrales dependen de una red
compleja en la cual diversos tipos de neuronas estan interconectadas (Takahashi et
al. 2007). En los ultimos afios, se han desarrollado técnicas que han generado
diversa informacion acerca del procesamiento de la informacion de las redes
neuronales (EEG, MEG, fMRI, PET) que, sin embargo, tienen la limitante de que
poseen una resolucion espacial pobre, es decir, no pueden dar informacion sobre la
dinamica de las redes a nivel unicelular (Takahashi et al. 2007). En este sentido,
las fMCI es una herramienta que permite evaluar los patrones espacio-temporales
de la actividad neuronal registrando la actividad de varias neuronas de manera
simultanea con resoluciéon unicelular (Ikegaya et al. 2004; Takahashi et al. 2007;
Carrillo-Reid et al. 2008). La temporalidad de los patrones de disparo que ocurren
de manera simultanea en cada neurona se puede reconstruir y de esta forma,
analizar la dinamica de la red neuronal (Smetters et al. 1999; |kegaya et al. 2004;
Sasaki et al. 2007; Takahashi et al. 2007; Carrillo-Reid et al. 2008; Takahashi et al.
2011). En analisis de los cultivos organotipicos de hipocampo con la fMCI ha
permitido determinar que el comportamiento de la red neuronal de los cultivos de
hipocampo genera estados funcionales dinamicos de gran alternancia y
recurrencia. Estos estados funcionales son alterados por la AB generando una
dinamica del circuito aberrante en la cual el circuito se engancha en un estado
preferencial que recluta la mayoria de las neuronas activas del circuito, muy
probablemente debido a alteraciones en redes de neuronas GABAérgicas (Verret et
al. 2012).

En este sentido, los resultados obtenidos por Jaidar y colaboradores (2010)
en un modelo de Hemiparkinsonismo y los datos obtenidos en esta tesis, permiten
suponer que la generacién de un estado preferencial y recurrente en la dinamica de
los circuitos neuronales puede generar un comportamiento patolégico comun de las

redes neuronales en enfermedades neurodegenerativas. En especifico, el
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comportamiento de la red observado con la aplicacién aguda de la AB o en los
ratones 3xTgAD, donde se reducen los estados funcionales y se genera un estado
altamente recurrente que no permite la transicién a otros estados podria traducirse
en un deterioro en el envio de informacidén entre ensambles neuronales. En este
sentido, la pérdida o la disminucion de la conectividad funcional entre distintas
regiones del cerebro observado con registros de EEG y MEG en los pacientes con
EA (Leuchter et al. 1987; Leuchter et al. 1992; Dunkin et al. 1994; Jelic et al. 1996;
Comi et al. 1998; Berendse et al. 2000; Stam et al. 2002; Stam et al. 2003;
Pijnenburg et al. 2004; Stam et al. 2005; Babiloni et al. 2006b; Stam et al. 2006),
puede estar relacionada con este comportamiento patologico de las redes

neuronales locales.

7.3. Via de sefializacién involucrada en los efectos de la ABo sobre la actividad

espontanea de la red neuronal del hipocampo.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que las integrinas
median el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad espontanea de la red
neuronal del hipocampo, ya que el bloqueo de éstos con el antagonista echistatina,
fue capaz de prevenir la disminucion, dependiente de la ABo, de la actividad
espontanea del hipocampo. La interacciéon entre las integrinas con otras proteinas
durante los procesos de adhesion celular se lleva a cabo a través de un dominio de
unidon que contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (Ruoslahti 1996). Notablemente, la
AB interactua con estos receptores de membrana a través de un dominio analogo
compuesto por la secuencia aminoacidica Arg-His-Asp-Ser (Ghiso et al. 1992;
Sabo et al. 1995). En este sentido, la interaccion Ap-integrinas esta ampliamente
documentada (Sabo et al. 1995; Wright et al. 2007), y se ha demostrado también
que la AB se une y activa cascadas de senalizacion a través de estos receptores
(Para una mejor revision ver (Caltagarone et al. 2007; Balleza-Tapia y Pena 2009).
Por ejemplo, se ha descrito que la interaccién de las integrinas con la ApB es capaz
de activar, cascada abajo, a las cinasas FAK (Frasca et al. 2008), Pyk2 (Wright et
al. 2007), ERK1/2 (Anderson y Ferreira 2004; Frasca et al. 2008) y Fyn(Frasca et

al. 2008). Estos antecedentes y los resultados obtenidos en esta tesis sustentan la
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idea de que la AB puede activar proteinas efectoras relacionadas con los sistemas
de senalizacion intracelular asociados a las integrinas (Caltagarone et al. 2007). Es
importante mencionar, que trabajos previos han reportado que la activacion de las
integrinas por la AB esta relacionada con neurotoxicidad. Por ejemplo, se ha
observado que la AB, en su forma fibrilar, puede causar muerte celular de neuronas
hipocampales in vitro a través de la activacién de las integrinas a131 (Bamberger et
al. 2003). Resultados similares se han reportado en cultivos primarios de neuronas
corticales de humano (Wright et al. 2007). En las lineas celulares derivadas de
neuroblastoma SK-N-BE y SH-SYSY, se ha reportado que la aplicacion de AB 25
mM induce apoptosis a través de las integrinas a131 (Bozzo et al. 2004; Frasca et
al. 2008). Estos trabajos contrastan con lo encontrado en la tesis, donde se
observo que el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad espontanea de la red
neuronal del hipocampo es reversible, y ademas, no esta relacionada con la muerte
celular (Balleza-Tapia et al. 2010). Una posible explicacion en esta diferencia de
efecto de la AB, es que en la mayoria de los trabajos que reportan neurotoxicidad a
través de las integrinas utilizan a la AB en su forma fibrilar (Bamberger et al. 2003;
Wright et al. 2007), o a concentraciones muy altas (UM) (Bozzo et al. 2004; Frasca
et al. 2008). En contraste, en la presente tesis se utilizaron oligébmeros solubles de
la AB a una concentracién nanomolar baja (10 nM). En este sentido, trabajos
previos han reportado que las integrinas estan involucradas en los efectos de la AB
soluble sobre la funcionalidad de los circuitos neuronales, en especial, el fenédmeno
plastico de la LTP (Rowan et al. 2007; Wang et al. 2008a). Por ejemplo, se ha
demostrado que la aplicacién, tanto in vitro como in vivo, de anticuerpos contra las
integrinas av, es capaz de bloquear la inhibicion de la LTP provocada por
oligobmeros de la AB en el hipocampo (Rowan et al. 2007; Wang et al. 2008a).
Ademas, la aplicacién de fibronectina, un ligando natural de las integrinas, asi
como los antagonistas echistatina y SM256 previene también la inhibicion de la
LTP inducida por la AR, lo que ratifica la participacién de las integrinas en los
efectos inhibitorios de la AB sobre la plasticidad sinaptica (Rowan et al. 2007; Wang
et al. 2008a). A pesar de todo lo anterior, el mecanismo molecular a través del cual

la AB es capaz de alterar la transmision sinaptica y la actividad de las redes
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neuronales no esta claro aun (Pena-Ortega 2013). Una posible explicacion es que
la activacién de la integrinas por la AB sea capaz de regular las propiedades
eléctricas de las neuronas y de esta manera afectar la actividad de las redes
neuronales (Pena-Ortega 2013). Esta posibilidad se sustenta en diversos estudios
qgue han demostrado que estos receptores de membrana son capaces de regular la
actividad de diversos canales ionicos (Davis et al. 2002). Por ejemplo, un estudio
reporta que la activacién de las integrinas por un péptido agonista, denominado
GRGDSP, promueve la expresion de factores neurotréficos por un mecanismo que
depende, en parte, de la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje de
tipo L en cerebros adultos (Gall et al. 2003). Por otro lado, se ha observado que la
conversion de células PC12 a un fenotipo neuronal, inducido por moléculas de
adhesion neuronales y N-caderinas, esta mediado por canales de sodio
dependientes de voltaje (Doherty et al. 1991). La relacion entre las integrinas y los
canales de potasio también ha sido documentada en neuronas (Becchetti et al.
1992). La activacion de integrinas por la fibronectina (una proteina de la matriz
extracelular), regula la diferenciacién en células eritroleucémicas a través de la
activacion de canales de potasio dependientes de calcio (Becchetti et al. 1992;
Arcangeli et al. 1993). También, la interaccion integrinas-fibronectina media la
extension de neuritas en algunos tipos de células de neuroblastoma a través de
canales de potasio de tipo Kir (Arcangeli et al. 1993). En linfocitos T, las integrinas
con la subunidadB1 y los canales de potasio dependientes de voltaje Kv1.3
coinmunoprecipitan, de manera que esta interaccién sugiere una cooperatividad en
la funcion de estas proteinas (Levite et al. 2000). Una evidencia directa de que las
integrinas regulan canales iénicos en la neuronas es la del trabajo de Vasilyev y
Barish (Vasilyev y Barish 2003), donde se observa que la activacion de las
integrinas con la vitronectina, regula a la alta la funcién de la corriente de potasio A
(Ia); probablemente a través de un aumento en la expresiéon del gen que codifica a
este canal de potasio. Es interesante mencionar que la AB también activa a estos
canales (Pena et al. 2006). Estos datos sugieren que la activacion de las integrinas
por la AB podria repercutir en una alteracién en la excitabilidad celular y por lo

tanto, en la actividad eléctrica de los circuitos neuronales. Mas especificamente,
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una sobreexpresion o activacion de algunos de los canales de potasio provocaria
una disminucion en la excitabilidad neuronal y por lo tanto una disminuciéon en la
actividad de la red neuronal; muy parecido al efecto inhibidor que produce la Ap
sobre la actividad espontanea del hipocampo en los resultados obtenidos en este
trabajo. En conjunto, los datos obtenidos en la tesis y los datos de la literatura
demuestran que las integrinas son un blanco de la AB, que activa cascadas de
sefalizacion intracelular que pueden alterar la actividad de las redes neuronales.
Por lo tanto, dado que las integrinas tienen un papel relevante en los procesos
plasticos de la sinapsis (Hoffman 1998; Benson et al. 2000; Gall y Lynch 2004b;
Dityatev et al. 2006; Kawaguchi y Hirano 2006; McGeachie et al. 2011), es probable
que una alteraciéon en su funcionalidad normal provocada por la AR pueda jugar un

papel relevante en la fisiopatologia de la EA.

La sefalizacién intracelular activada por las integrinas es un proceso
complejo que regulan no solo funciones estructurales sino, también, aspectos
fisiolégicos de las células (Denda y Reichardt 2007; Campbell y Humphries 2011).
Una de las vias activadas por integrinas mas documentada se centra en la
activacion de la cinasa FAK, quién recluta diversos componentes estructurales y de
sefalizacion, entre ellos a la cinasa Fyn (Arcangeli y Becchetti 2006); y que
ademas se activa a través de un mecanismo dependiente de la ApB (Caltagarone et
al. 2007). De hecho, se sabe que la cinasa de tirosinas FAK es un regulador central
de la senalizacion a través de las integrinas (Parsons 2003a; Mitra et al. 2005). Los
datos obtenidos en la tesis demuestran que el efecto inhibitorio de la AB sobre la
actividad espontanea del hipocampo requiere la participacién de FAK. Al respecto,
existen diversos trabajos que han reportado la activacién de la cinasa FAK a través
de un mecanismo dependiente de la AB. En ese sentido, existen trabajos que han
reportado que en sistemas in vitro, existe un incremento en la fosforilacién de FAK
inducido por la AB tanto en neuronas (Zhang et al. 1994; Zhang et al. 1996b;
Williamson et al. 2002a; Grace y Busciglio 2003) como en la microglia (McDonald
et al. 1997; Bamberger et al. 2003). La estimulaciéon con Ap promueve ademas, que
FAK sea capaz de inducir la activacion de ERK2 y GSK3B (Williamson et al.

2002a). Mas aun, como se mencion6 en el apartado previo, existen reportes que
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demuestran que la interaccién de la AB con las integrinas activa a la cinasa FAK
(Bozzo et al. 2004; Frasca et al. 2008).

A pesar de que la activacion de FAK por la AB esta bien documentada
(Caltagarone et al. 2007; Balleza-Tapia y Pena 2009), no existe aun un mecanismo
descrito que conecte la activacion de la cinasa FAK con una inhibicion de la
actividad eléctrica de los circuitos neuronales. Como se menciond anteriormente,
una posible explicacion al efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad espontanea
encontrada en el presente trabajo es que la activacion de la integrinas por la AB
sea capaz de regular la actividad de diversos canales ionicos (Davis et al. 2002).
Ademas, con los datos obtenidos del presente trabajo, se sugiere que la cinasa
FAK, que se activa cascada debajo de las integrinas, estaria participando en la
regulacion de los canales idnicos también. En este sentido, se ha reportado que la
interaccion de la fibronectina con las integrinas promueve la formacion de complejo
proteico entre el canal de potasio Kv2.1 y FAK (Wei et al. 2008). En este trabajo, el
canal Kv2.1 es quién regula la activacion de la cinasa FAK (Wei et al. 2008; Hu et
al. 2011b). Sin embargo, este trabajo también demuestra que FAK es capaz de
interactuar con canales de potasio y con ello regular la excitabilidad neuronal. De
hecho, la ausencia de FAK (FAKS56) en la mosca Drosophila provoca una
disminucién en la velocidad de propagacion de los potenciales de accion (Ueda et
al. 2008), lo que demuestra la importancia de ésta cinasa en las propiedades

eléctricas de las neuronas.

Los datos de la tesis demostraron también que la cinasa Fyn, que pertenece
a la familia src, es necesaria para el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad
espontanea de la red neuronal del hipocampo. El papel patoldgico de la cinasa Fyn
en relacion con la EA ha sido ampliamente estudiado. La participacion de la cinasa
en los efectos de la AB se refleja a distintos niveles. La alteracién en la LTP por la
AB, por ejemplo; desaparece en ratones knock out para la cinasa Fyn, asi como los
efectos neurotoxicos (Lambert et al. 1998). Los efectos sinaptotdoxicos vy
alteraciones cognoscitivas en modelos animales de tipo EA parecen estar

mediados por Fyn (Chin et al. 2004b). Finalmente, una de las evidencias mas
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directas del papel de la cinasa Fyn en la patologia de la EA es su sobreexpresion
en cerebros de pacientes con EA (Shirazi y Wood 1993; Ho et al. 2005a). Y mas
aun, existe una correlacion entre la expresion de la cinasa Fyn y los niveles de
demencia en los pacientes con EA (Ho et al. 2005b). Por otro lado, la asociacién de
la cinasa Fyn en la cascada de sefializaciéon mediada por las integrinas esta bien
documentada también (Wary et al. 1998; Colognato et al. 2004; Liang et al. 2004;
Samayawardhena et al. 2007). Por lo tanto, dado los resultados obtenidos de la
tesis, esta cinasa estaria participando en la hipotética la regulacién de canales
idénicos inducida por la AB a través de la activacion de las integrinas y la cinasa
FAK. En este sentido, se sabe que la regulacion de canales ionicos a traveés de la
integrinas necesita la senalizacidon de cinasas de tirosinas de la familia src (Davis et
al. 2002; Lin et al. 2003; Bernard-Trifilo et al. 2005; Arcangeli y Becchetti 2006). Al
respecto, se ha reportado que la cinasa Fyn es capaz de regular la actividad del
canal Kv2.1 y que la fosforilacidon y activacién de este canal por Fyn es constitutiva
(Sobko et al. 1998). Como se menciond en la parte introductoria, la activacion de
FAK y Fyn a través de las integrinas promueve la formacion de un complejo
enzimatico de ambas cinasas (Schaller et al. 1994; Xing et al. 1994). En los
resultados obtenidos en la tesis se demostr6 que ambas cinasas estan
involucradas en el efecto de la AB sobre la actividad espontanea de hipocampo.
Esto sugiere que la cascada de sefalizacion activada a través de las integrinas
puede reclutar y formar el complejo enzimatico FAK/Fyn. Estudios previos han
demostrado la formacién de este complejo en células neuronales que han sido
estimuladas con la AB (Zhang et al. 1996a; Williamson et al. 2002b). En resumen,
los datos obtenidos en el presente trabajo, en conjunto con la literatura, indican que
la participacién de FAK y Fyn en procesos plasticos como la LTP y su capacidad
para regular canales iénicos en las neuronas sugiere que una modificacion de su
funcion normal puede promover procesos patolégicos que de manera cronica
podrian generar un deterioro en la memoria u otros procesos cognoscitivos que se

sabe estan alterados en pacientes con la EA.

Los datos obtenidos en la tesis demuestran también que la GSK3B es

necesaria para el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad espontanea del
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hipocampo. La participacidén de esta cinasa en la EA ha sido objeto de estudio de
varios trabajos y a la fecha se sabe que es relevante para la EA. La GSK3 esta
sobreexpresada en los cerebros de pacientes con EA, principalmente en la corteza
frontal (Leroy et al. 2007) y el hipocampo (Blalock et al. 2004). La GSK3 juega un
rol central en la neuropatologia provocada por la AB y la sobrefosforilacién de la
proteina Tau (Takashima et al. 1993) e incluso se ha reportado que un
polimorfismo en el promotor del gen que codifica para la GSK3p es un factor de
riesgo para el desarrollo posterior de la EA (Mateo et al. 2006). Cuando se inhibe a
esta enzima, ya sea por métodos farmacoldgicos (Alvarez et al. 1999; Koh et al.
2008) o moleculares (Takashima et al. 1993), se reporta una disminucion en la
muerte neuronal y la sobrefosforilacion de Tau provocadas por la AB. Se ha
reportado incluso que la activacién de esta enzima promueve deterioro cognoscitivo
asociado, ademas, a una sobrefosforilacion de Tau (Wang et al. 2008b). Esta linea
de evidencia y los datos obtenidos de esta tesis sugieren que la GSK3B puede
alterar los procesos cognoscitivos en los pacientes con EA a través de inhibir las
oscilaciones hipocampales; un proceso neuronal relacionado con la cognicion. En
este sentido, se ha demostrado que ratones transgénicos que sobreexpresan
condicionalmente a la GSK3[B o bien la activacion indirecta de la enzima, induce un
deterioro en el aprendizaje espacial relacionado a un aumento en la actividad de la
enzima en el hipocampo (Hernandez et al. 2002; Liu et al. 2003), asi como
alteraciones en la LTP (Hooper et al. 2007). Mas aun, la induccién de la LTP en el
hipocampo correlaciona con un aumento en la fosforilacion de la Ser9 de la GSK3
y por lo tanto una disminucion en su actividad (Hooper et al. 2007). De igual forma,
utilizando un protocolo farmacoldgico para activar a la GSK3, que consiste en
inhibir a su cinasa reguladora con wortmanina (la PI3K), se ha observado un
decremento en la LTP, relacionado con una disminucion en la expresion y
asociacion de la sinapsina | (Zhu et al. 2007); una proteina que forma parte de las
vesiculas sinapticas y es importante para la liberacion del neurotransmisor de las
terminales presinapticas. La activacion indirecta de la GSK3, a través de inhibir a la
PI3K y la PKC in vivo, provoca una alteracion en la memoria espacial (Wang et al.

2008b). Estos reportes correlacionan con los datos de esta tesis donde se
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demostré que la activacion de la GSK3 con el empleo de la wortmanina produce
una disminucién en la actividad espontanea del hipocampo similar a la aplicacién
de la ABo. Un dato interesante que se observo en esta tesis, se refiere a los
patrones de fosforilacién de la GSK3 al utilizar el inhibidor de la cinasa Fyn PP2. A
pesar de que el PP2 previene el efecto inhibitorio de la AB sobre la actividad
espontanea, se puede observar que la GSK3 sigue presentando una disminucion
en la fosforilacion de las serinas producida por la AB. Este dato sugiere fuertemente
que la disminucion en las serinas es un proceso independiente de Fyn que, sin
embargo, no excluye la hipotesis que dicha disminucion puede estar asociada con
elementos cascada arriba de la misma, o, que es un proceso independiente de los
receptores integrinas. Los datos sin embargo demuestran que la inhibicion que la
AB produce sobre la actividad espontanea del hipocampo requiere de la
fosforilacién de las tirosinas en la GSK3. La fosforilacién en las tirosinas de la
GSK3 no es un requisito para la activacion de la cinasa y no altera negativamente
su funcién catalitica (Dajani, 2001), pero si mejora la capacidad de fosforilacion de
la misma (Dajani, 2001). Es decir, el aumento en la fosforilacién de las tirosinas
facilita la fosforilacion del sustrato pero no es estrictamente necesaria para la
actividad de la enzima (Dajani, 2001). Esto sugiere que la AR promueve la
sobreactivacion de la GSK3p permitiendo una funcién aberrante de la enzima. En
este sentido, estimulos relacionados con procesos apoptéticos, como la aplicacion
de estaurosporina, el lavado del factor neurotréfico o la estimulacion con acido
lisofosfatidico (LPA), incrementan la fosforilacion de tirosinas de la GSK3p y su
actividad (Bhat et al. 2000; Bijur y Jope 2001; Sayas et al. 2006). Mas aun, Lesort y
colaboradores (Lesort et al. 1999), demostraron que la fosforilacién transitoria en
las tirosinas de la GSK3p aumenta tanto la actividad de la cinasa como la
fosforilacion de la proteina Tau (que esta implicada también en la EA). Dicho
efecto, aunque transitorio, sugiere que una sobreactivacion constante de la GSK3[3
a través de la fosforilacién en tirosinas puede desencadenar eventos patologicos.
Un dato importante del trabajo de Lesort y colaboradores es que la fosforilacion en
tirosinas de la GSK3[B esta regulada por la cinasa Fyn de manera directa. Esta

serie de evidencias, mas los datos obtenidos en esta tesis, sugieren fuertemente

-143 -



que estas cinasas estan interconectadas en un mecanismo patoldgico que altera la

funcion de la red neuronal del hipocampo.

Una pregunta que permanece abierta a pesar de los resultados obtenidos en
esta tesis, es la activacion de la GSK3B a través de la disminucién en la
fosforilaciéon de la serina 21. Una posible explicacion de éste fendmeno puede
relacionarse con la capacidad de la AB de inhibir la via de senalizacion de la PI3K;
que esta asociada a mecanismos de proteccion y que regula negativamente a la
GSK3 (Takashima et al. 1996; Chen et al. 2009; Jimenez et al. 2011). La via de la
PI3K es la principal reguladora de la GSK3 a través de activacion de la cinasa Akt,
quién es la responsable directa de la fosforilacion de las serina 9 de la GSK3p
(Cross et al. 1995; Shaw et al. 1997; van Weeren et al. 1998). Los datos
experimentales de la tesis demostraron que la aplicacion de la AB es capaz de
inhibir esta via ya que la forma activa de la Akt (fosforilada en la serina 473)(Brunet
et al. 2001), se encuentra disminuida cuando se aplica la ABo (Fig. 40). Este dato
sugiere que la activacion de la GSK3B por la disminucion de las serinas puede
estar mediada, en parte, por la inhibicion de la via de la PI3K. No obstante, si este
mecanismo depende de la activacion de las integrinas o de algun otro sistema de
senalizacion esta por determinarse. Otro punto importante que debe ser
considerado es la propia defosforilacion de las serinas. La inhibicién de la via de la
PI3K solo indica que el proceso de adicion de grupos fosfato a las serinas de la
GSK3B se detiene. Sin embargo, la remocién del fosfato requiere de Ia
participacion de enzimas con actividad catalitica de fosfatasa. Se sabe que la PP1,
una fosfatasa de serinas/treoninas, es la responsable de la defosforilacion de la
GSK3pB (Hernandez et al. 2010). De hecho, existen reportes que demuestran que
las integrinas interaccionan con la PP1 y pueden activarla a través de la asociacion
de la fosfatasa con el extremo carboxilo de la subunidad a de las integrinas
(Vijayan et al. 2004; Mutz et al. 2006). De ésta manera, la activacion de las
integrinas por la AR puede promover una via aberrante de sefalizacién que
sobreactiva a la GSK3p por varias vias: al inhibir la via de la PI3K y al reclutar a la
PP1; disminuyendo asi la fosforilacion en serinas de la GSK3pB vy, por otro lado,

aumentando la fosforilacion de tirosinas a través del complejo enzimatico FAK/Fyn.
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No obstante, es pertinente desarrollar los experimentos necesarios para demostrar
que la PP1 participa en los eventos moleculares desencadenados por la AB y que

finalmente inhiben la actividad espontanea del hipocampo.

Propuesta del mecanismo de activacion de las cinasas FAK, Fyn y GSK38 a través

de la interaccion de la AB con las Integrinas.

En este trabajo de tesis se demostr6 que la AP promueve una
sobreactivacion de la GSK3B, que se manifiesta como una disminucién de la
pSer23 y aumento de la pTyr216. Asi como la participacion de las Integrinas y las
cinasas de tirosinas FAK y Fyn tanto en el efecto inhibitorio de la AR sobre la
actividad espontanea del hipocampo, como en la regulacion de los patrones de
fosforilacién de la GSK3[ antes descritos. Una de las preguntas que se originan de
los resultados obtenidos, es el mecanismo de activacion de la GSK3p a través de la
activacion de las integrinas y las cinasas FAK y Fyn. La hipotesis que se propone,
en base a los resultados obtenidos y lo descrito en la literatura cientifica es la
siguiente (Fig. 41). Una vez que las integrinas son activadas por la AB, ocurre un
cambio conformacional en las integrinas que permite la interaccién de su dominio
citoplasmatico y el dominio FARM de FAK. Esta interaccion permite que FAK libere
su dominio catalitico y se active a través de una autofosforilaciéon en la tirosina 397.
La cinasa Fyn, a través de su dominio SH2 interactua con ésta tirosina formando un
complejo enzimatico y la interaccion entre las cinasas libera el dominio catalitico de
Fyn quién a su vez fosforila otras tirosinas de FAK aumentando su capacidad
catalitica y su funcién como proteina de andamiaje (Schaller et al. 1994; Parsons y
Parsons 2004; Lietha et al. 2007; Parsons et al. 2008). Posteriormente la GSK3[3
interactua con este complejo y fosforila a la serina 722 (pSer722) de FAK a través
de un mecanismo dependiente de las integrinas. Se ha demostrado que esta
activacion ocurre de forma retardada con respecto a la fosforilacion de las tirosinas
(Bianchi et al. 2005). Debido a la formacion del complejo enzimatico FAK/Fyn, la
interaccion de la GSK3B con FAK permite que las cinasa Fyn y GSK3B se

encuentren fisicamente cercanas, de tal manera que éste mecanismo pudiese
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regular la fosforilacién de la tirosina 216 de GSK3B por Fyn promoviendo asi su

sobreactivacion.

Figura 41 — Participacion de la via transduccional Integrinas/FAK/Fyn/GSK3 en el efecto
inhibitorio de la ABo sobre la actividad espontanea poblacional del hipocampo. Esquema
de la posible via implicada en el efecto inhibitorio de la ABo sobre la actividad espontanea del
hipocampo. La proteina beta amiloide activa a las integrinas, esta activacién recluta inicialmente
a la cinasa FAK y subsecuentemente a la cinasa Fyn formando un complejo enzimatico.
Posteriormente, la cinasa Fyn fosforila la tirosina 216 de la GSK3[, cuyo efecto seria una
activacion de la cinasa. Adicionalmente, la AR es capaz de inhibir la via de la PI3K/Akt y permite
que la fosforilacion en la serina 9 de la GSK3( disminuya promoviendo asi una sobreactivacion
de la enzima. El resultado final es la inhibicién de la actividad espontanea en el hipocampo
posiblemente alterando la transmision sinaptica a nivel de la presinapsis.

En conclusién, la AR promueve una sobreactivacion de la GSK3[, asociado
a una inhibicion de la actividad espontanea del hipocampo y este mecanismo
ademas esta regulado por la activacion de las integrinas y subsecuentemente de
las cinasas FAK y Fyn. La AB parece promover la activacion de una via aberrante a
través de las integrinas, de manera que el constante incremento en la

concentracién de AB en los cerebros de pacientes con la EA podria promover una
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sobre estimulacion de ésta via interfiriendo con la funcionalidad normal de la red
neuronal del hipocampo y por lo tanto afectando procesos como la memoria y el
aprendizaje. Es posible que al inhibir la actividad espontanea del hipocampo, la AR
altera la generacion de ciertos patrones oscilatorios asociados a procesos

cognoscitivos que se sabe, estan alterados en los pacientes con la EA.

8. CONCLUSION GENERAL

Los resultados mas notables en esta tesis pueden resumirse de la siguiente

manera:

1) La Apo altera la actividad espontanea de la region CA1 de la red neuronal
del hipocampo manifestandose como una inhibicion generalizada de la
misma. Dicha inhibicion es reversible, especifica y depende de la edad.
Ademas, se manifiesta en concentraciones similares a las encontradas en

los pacientes con EA.

2) La ABo altera la dinamica de la red neuronal del hipocampo disminuyendo el
numero de estados funcionales de la red, generando un estado preferencial
y altamente recurrente. La ausencia de la cinasa Fyn es suficiente para

mantener la dinamica de la red en presencia de la ABo.

3) El efecto inhibitorio de la ABo sobre la actividad espontanea involucra la
activacion de una via de sefalizaciéon que involucra a las integrinas, las
cinasas de tirosinas FAK y Fyn, asi como a las cinasas de serinas/treoninas
GSK3B. La inhibicion de la actividad espontanea del hipocampo esta
relacionada con una sobreactivacion de la GSK3B como resultado de la

disminucién en la pSer23 y el aumento en la pTyr216.
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Abstract: Alshesmier™s dizsesse (AD) iz a late-life cognitive disorder associated, among other things, 1o the presence of ex-
tracelbubsr apgregates of fhallar amylod beta protem (Afl). However, there 15 growing evidence thad early siages of AD
may be due bo neumnal petwork dysfunchon produced by the schions of solable ferms of Af. Therefore, the development
of new therapoutic steicgics o eal AD, at least dunng itlﬁm:hau.,mn."'bcfnrmcﬁl on prevenimg oo reversing, the
deletensous effeciz that soluble AR exess on meuronzal corcunl funchion. In order o do =0, 1l 1€ necessary Bo elucidale the
pathophy=ielogical processes imvobved m Aflsmdwced nenmonel network dysfimction and the molecolar processes underdys
img such dysfunchion. Over the last decades, there has been exiensave research aboul the molecular mechanismns involved
m the effects of AR as well & posshle neumprolective srstegies agamst such effects. Here we are gomg o reveew some
of the intracellular pathways treggered by AR, whech mvolve membrme receplors such as micobnic-R, NMDA-R, in-
tegrins, TNF-RI, RAGE, FPRL and pTSNTR and therr mimcelllar mediadors soch as GSK3, PKC, PI3K, Ak, FAK,
MAPE famly, Src famaly ond cdikeS. Several of these pothways may constifuie therapeutic targets for the treatmend of the

A feinduced peuronal network dysfunction which g, at keast in part, the bass for cognitive dy=function im AD,
Key Words: Alzhicimer’s disease. Af-signaling pathways. neuronal network dysfumction. Af-relawed receptors and pharmacol-

ogical targees.

INTRODUCTION

Alzheuner's discase (ALY, the most common of the Ee-
life dementias, frequently begins afier the age of 60 years
and its prevalence rises exponentially with age. reaching
maore than 40% of people over &3 [1]. Symprematically, AD
i charscterized by & progressive impairment o cognitive
function [2-3] whereas histopathologically, AD s character-
ized by the presence of extracellular aggregates of fibrillar
amylaid beta protein (A[) [4. 6] and intracellular aggregmes
of hyperphosporylaied Tau-proiein [7, 8]. Up o date, there is
increasing evidence indicating that early soluble forms of
AR, rather than late fibrillar conformations, might interfere
with normal newronal network functon and consequently
lzad o the carly deficiis in learning and memcey observed in
AD patients [5, 9. 10] as well as in transgenic AD animal
models. long before any newrodegeneration = observed [3,
11-15].

The AP is a 3043 amino acid peptide cleavage product
derived from the amylboid procursor profein (AFP) [4. 16,
17]. which is generated by the scquential processing of two
proteases, fesecretase and y-secretsse, throuwgh the amnylod-
dogenic patliway. Allermatively AFP can be processed by a-
secretase, which lodes the formation of AR n the
nonamyloidogenic pathway [18]

Af-induced dysfunciion seems o be asscciated o nea-
ronkl network alteratiens both at the physielegical and bio-

®address correspondonee fiv this suther ot the Depamasrenso de Farmace-
Esologia, Cmvesiav-Sade Sur, Calr. de los Temonos 235, Col Gmnjas
Coapa, 14330, Méxica, DUF., México; Tel: <53 (33) 3453 3832, Fax: =52
(53) 5445 TEgE; E-malk jfpenai@cinvesmy mx

138PELTE0G SE5.004-.00

chemieal levels, and imvolves a complex mixture of effects
on neirons and glia [S, 19]. Abogether, the deletenous of-
fects of AP on mewronal networks may affect copnitive-
relsied processes such as long term potentiation (LTF) in
wihvee and dr witre [135, 20-27]. neuronal network ascillations
bre vive amd e v [28-30] as well as newronal codifieation
w vhvo [31]). These effiects might repoesent the basis for the
cognifive decline ohserved, at least, dunng the carly siages
of AD [15, 20-23, 25-29]. Accondingly with ihis line of evi-
dence, we have recently shown that scute spplication of AR
affects hippocampal network functioning from single cell 1o
network level both ée vifro and g wivo [30]. Bui what s the
biechemical sounce of such network dysfunction?

Finding the biochemical evenis involved in Afl-induced
newronal network dysfunction will provide with proper
therapeutic targeis to treat AD, at least during ifs imifial
phigse. This is an important issue dioe to the fact that there are
mo therapeitic imerventions available that hal or reverse AD
and that the curently approved anti-AD therapies, mcluding
the cholinesterase inhibiiors and the M-methyl-D-asparisc
acid recepior (WMDA-R) antagonisis (for review see [32-
35]). just offer modest symptomatic relief [36]. We believe
that new iherapeotic targets might be revealed throwsgh the
study of the putative Af membrane receptors and the intra-
cellular pathways triggered by Afl. Here we are going 1o re-
view the intracellular pathways involved in the gencration of
Af-induced newronal network dysfunction. We are including
the receptors amd the intracellular pathways altered by Af on
all types of nerve eells, since it s well known that brain
function 15 generated by the complex mteraction of 4 newno-
glial metwork and since it is very likely that APf-induced neu-
romal network dysfunction is the product of a complex altera-
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tion induced by AP in both neurons and all types of glial
cells [3, 37, 38]. Finally, it is imporiant 0 meniion that we
are gaing o review the receptors and the intracellular -
ways known 1w be directly activaved or modified by Af. [n
almog all the cases the reviewed data refiers o the miracellu-
lar pathways activated by acute AR application. however we
gl include few data involving effects produced by long-
lasiing Af application, in such cases we indicated that the
biochemical evenis were evoked by long-lasting Aff applica-
fich. The seview of several neursprotective introcellnlar
pathways that might prevent the effecis of AP, but that are
ol divectly activated by such protein, has been previously
done and are not going 1o be reviewed here (see [38-41]).

AB-RELATED RECEPTORS AND ITS INTRACEL-
LULAR PATHWAYS

As was previously deseribed, A is a pepuide related to
neurodegeneration and the progressive impairment of cogni-
tive funetion in AD. therefore a great effom has been done o
determine if such effects are mediaied by putstive AP recep-
tore. Thie literature shows that AP can bind to several types
of membrane recepiors and can activate different signaling
pathways through them [42, 43]. Such receptos include a)
lon channels like NMDA-R and nicotinic receptors (nAChR);
b) G-prowin-coupled receplors such as the formyl-pepride
recepior-like-1 (FPRLI); ) Adhesion recepiors like inte-
grins: d) Cywkines receprors like p73 neurotroplin recepior
{(pI3NTR) and umer neerosis factor receptor | (THNF-R1); 2)
Tyrosine kinase receptors like insulin recepiors (IR); and )
A wvariety of receptors that share their panicipation i the
inmmune response, such as the recepior for advanced glyca-
tion enad producis (RAGE), scavenger recepior A (SE-A) and
Bl (SR-Bl). as well as cluster of differentiation 36 (CD34),
14 (CDi4) and 47 (CD4T) [42. 43]. All those reeprors, and
their interactions with AR, will be reviewed next.

NMDA-R

One of the major targets fir AR scems to be the glutama-
tergic NMDA-R. o which direetly binds (Fig. 1) [44]. There
is overwhelming evidence thar NMDA-R play a major role
in Af-induced neurcioxicity and sinapiotoxicaty [3, dS—d‘-Q’]
Acsordingly, Af-indaced increase of miracellolar cs™
sulis from the imtersction of AR and NMDA-R (Fig. 1) [50
51 and Af-induced nevrofoxicity s usuaelly reveried by
NMDA-R antagonsis [49 52]. A recent report indicates that
those newrons that express MMDA-R with the NRIMNR2ZA
suhunit composition are more vitlnerable to Af-induced neu-
rotaxicity [33] Funbermore a recent report has shown tha
Apfinduced activation of NMDA recepiors reguires a tyrosin
phosphorylation of the NE2E subunit [ 34].

Az mentioned, Af-induced newronal death involves the
sctivation of NMDA-R. Accordingly, in MES X35 neure-
hl;u'l:nnu cell ling, Af-indoced LIE'I.H'DII.I] death is enhanced in
M;: free media and inhibited in Ca™" free media. as well as
by the application of S-methyl-10,11-dikydro-SH-dibenzo
[ad]evelohepten-5, 10-imine (ME-801), an NMDA-R an-
tagpnist [55]. Af-induced, NMDA-medisted, newronal death
invelves the mcresse of Cah-du:pﬂﬂu'lt niiric oxide (NO)
syrihesis and the subsequem overpfoduction of QUARGSIAT
cyvclic monophosphate (GMPc) and the radical oxygen spe-
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cies (ROS) (Fig. 1) [35]. Beyvond the possible direct activa-
tiom of NMDA-R by AR, a possible indirect activation of the
same recepior seemd o be achieved by the effect of AR on
microglia. Jr vitro studies have shown that activatdon of mi-
croglia by AR produce the secretion of both tumer necrosis
factor-of (TNFa) and gletamate. as part of the pro-imflam-
maatory reaction [36-38]. Both THFa and glutamate synergis-
tically promote neuronal death wough the activation of THF
receptor | (TNFRI) and NMDA-R. This conclusion s based
on the fact that memantine and 2-amino-phosphenovaleric
acid (APY), both NMDA-R aniagomisiz, as well as soluble
THFRI1, protects neurons from Af-induced neuronal death
[539]. Related o this finding, it has been observed thar, at
chronic level, cholinergic denervation produced by A corre-
[afes wulh an mcpeass of NO prodoction. which s mediated
h}-{:‘a influx v NMDA-R activation. Interestingly, chronic
exposure 1o iWenprodil tarrate, which selectively binds 1o the
NMDA-R2B subunit, prevemed all the described effects (640,
B1]. In contrast to the evidenee just reviewed. a recent repor
has shown that prolonged exposure of organciyvpic hippo-
camipal shices fo AR dimwers and trimers can induce a progres-
sive loss of dendritic spines and a decrease in excitalory syn-
apses. Such effects can be prevent with antibodies against
AR or with am AP aggregation inhibitor called seyllo-imosital
(AZD-103) [62]. This Aﬂ—mdnm:q:l sping loss seems o be
prmiu:f:d by a reduction of Ca" influx throush NMDA-R,
since 8 subsaturating conccntration of 3-{Z-carboxypiperazin-
4-yly propyl-1-phosphoaic acid (CPP). a8 NMDA anagonist,
mimicked Af-induced effect [82]. It is imponant to mention
that this finding contrast with published literature showing
the A activates NMDA-R and induce Cal2+ influx through
them (Fig. 1) [30, 51].

Al interactben with MMDA B not exclusively related tio
Ca* influx and newrotoxicity (Fig. 1), it can also induee the
activatinn nf epveral rransduction pathways that may lead
changes in neurenal function before cell death (Fig. 1) [5].
Elecrophysiological cxperiments have shown thar Afl in-
creases MWMDA-R dependent, cwrents [63] or NMDA-
dependemt responses [64] and that this potentiation of
NMDA-currents is involved in the increase of LTF produced
by AR [63]. AP interaction with NMDA-R, triggers ihe acti-
vation of differemt protein kinsses such as Sse-like kinases
{(mcluding Fym), Ras, the mitogen-activaied protem kinase
(MAPK) and phosphosnositide 3-kinsse (PI3K) (Fig. 1) In
granule meivons Afl-induced. NMDA-R-mediasted, nuclear
factor kB (NFxB) activation 5 inhibited by 4-Amino-5-{4-
chlorophe-ylj-T-(r-butyl) pyrazolo]3.4-d]pyrimidine (FP2),
manumycn A, PDOE0SY and LY 294002, inhibitors of the
mentioned proteins, respectively (Fig. 1) [66]. The activation
of MAPK by AR, thromgh NMDA-R sciivation, has also
been observed in hippocampal ncarons [67]. Fumhermare AR
imduces Akt phosphorylation through the activation of boih
NMDA and a?oChRs; effect blocked by ifenprodil and
eethy [y cacomitine (MLA), both satsgonisis of the men-
toned receplors. respectively (Fig. 1) [34]. Alogether the
evidence reviewed show that Blocking the potentiation of
NMDA-dependent mechanisms produced by AP represents
am ameactive thesapeutic arge against AD. In faet it migh
constitute the cellular basis for the beneficial clinical effects
observed with NMDA-R antagonists, being the more suc-
cessful example that of memantine [49, 52, 68, 69].
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Fig. (1) Main receplors and intracellalar pathways activated by Afl in newmas. Withoul ignonng olher neuronal recepbors, Al can bind
and actrvate mcotimics, MM - and p7SNT receplors m newrons. Adrvabion of such recepdors induces both son movements and bischemical
casmdes. A major componend of the nesponse o A m oosnms s mse @ isecellolar calonom throogh the mcotimic and the NMDA receps
ftors. It is mmpodant to meabon that such receplors activate several biochemicall pathways as well. Both receplors, along wath pTSNTR, share
the activation of members of the MAPK-family ac a key plvers of their miggered intracellular pathways, Abbreviations: Af: amyioid beta
protan; CREER: cAMFP response elemenl binding, ERKLR: extacellular signahregulaied kmase | and 2; GMPe: granosme cypclic monos
phivsphate; GSKIE: glycogen synthase kinase 3f; INK 12 c-Jun N-termmal kinase |; MAPK: the maogen-activated protein kinzee; NFxB:
nuclear facior xB; NMDA=R: NemethyleDhaspartic acd recepior; N0 psinc oxide; pTSNTR: p75 ncureirophm receptor; PISK: phosphos
nosilide T-kinasc: PP2B: protcin phosphatase 25; ROS: reactive oxygen spacics; STEP: striatalecnniched phosphatase; aTaAChR: of mico=

Imic recepkors.

Nicotinic Recepiors

The nicotinic receptoss (nACRhR) are ligand-gated ion
channels [T0-73], consisting of five subunits with eight Jdif-
ferent a (u2-09) subunits and three differeat f (f2-4) com-
ponemts [T4]. OfF these nAChR, @7 and e4fi2 are the most
sbundant combinations in the brain [73]. The «TnAChR is
highly expressed m the hippocampus and the corex. Thoss
brain arcas, which are related w memory and cognition, are
highly mnervated by the hasal forehrain cholinergic aeurons,
and are the most disturbed brain areas in AD [T1, 73, 76-84].

Although there are some reporis showing thai AP acis
independently of nicotine receptors [4, 53], a great pool of
evidence has proven that AP can bind nicotine receptors and
activate miracellnlar pathways through then (Fee 1) imm-
nohistochemical swudies have shown that ARl and a7nAChRE
colocalized on neurens surrounding neuritic plagues in hip-
pocampal and corical tisswes from AD brains [86, B7]. Both

AR and aTnAChR co-immunoprecipiiate when antibodies
against either AR or aTnAChR are used [B6, 7] Further-
meare, binding assays have shown that AR bind with high
affinity to aToAChR (Fig. 1) [86, B7]. Whether or not AR
acts 4s an agonist of a5 an antagoenist for aTeAChE remains
controversial and will be discussed later [E8-90]. In relation
to inteacellulsr signalling. AR interaction with a7nAChR
activates PISK, exrracellular signal-regulated kinase (ERK)
and Aki (Fig. 1) [88, 91-93]. Binding of AP to aTnAChE can
activate ERK2. in a Ca -dependent manner (Fig. 1). This
effect is blocked by the €TnACHR antsgonists MLA and o-
bungarotoxin (BTX) [38]. Relsted fo this finding, it has been
observed that a mansgenic AD mouse model (Tg2376),
shivws an age-dependent increase both m aTnAChR expres-
sion as well as in ERK2 activation in the hippocampus and
the cortex [88] A simalar effect has been obscrved osing
arganofypic hippocampal slices incubated chronically with
AR [RR]. Chronic exposure o A also induces changes in the
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expression of nAChR. For imstance, when PCI2 cells are
expoaad chronizally fo AR, a dewn regulation of the mRNA
codifying for of, of and 12 nAChRs is observed [94]. In
consirast, when Afl is applied to nearoblasioma cell line SK-
N-MC. that overexpress ainAChR, a rapid binding, imter-
nalization and imracellulsr accumulation of AR is observed
[95]. Incubation with the e7nACER antagonist BTX, as well
as with the endocytosis inhibitor phenylarsine oxide, pre-
wvems such internalization [23, 95]. Accordingly, the mracel-
lular accuwmulziion of AR observed in AD brain, colocalize
with the presence of afnAChR [86_95]

A imteraction with aTnAChRs may evennsally lead o
Tau phosphorylation (Fig. 1) In SK-N-MC cells expressing
wTnAChR, as well as in coriical and hippocampal neurons,
AR nteraction with a?7nACKE lead to the activation of ERK
and ¢-Jun MN-terminal kimase | (JNK|) and the subsequent
phasphorylation of Tau (Fig. 1) [96] Such Af-imdwsed Tau
phasphorylation was suppressed with the aTnAChR amago-
mists BXT and MLA. as well as with the specific ERK in-
hibitors 5-ipdotubercidin and roscovitine, and the JNKI in-
hibitor SP600125 [96]. In differentiated PCL2 cells. AR in-
teraction with aTeAChR increases phosphorylation of Tau
through the activation of glycogen synthase kinase 3
(GSK3f), such effect is blocked by the GSE3R inhibitor
CHIR®E023 (Fig. 1) Surprisingly the effect was Blocked by
boith an agomist (A-582041) and smisgomiss (MLA and
BTX) of ainAChR [97]. Based on this findings, authors
suggested that blockade of Af-induced Tau phosphory lation
by boih an agonisis and antagonisis of aToAChR, may be
result of a net mhibition of aTnAChR esther by the desensiti-
zation of the receplor with agonists or its inhibition with
antagonisis [97]. AQ interaction with aTnAChR may also
affect the function of NMDA-R. Snyder er al. lave reponed
that Af can induce a3 aTnAChR-dependent reduction of
WMDA-mediated responses. Such effect involves the sctiva-
tion of protein phosphastase 28 (PP2B) and tyresine phospha-
tase siriatal-enriched phosphatase (STEP) (Fig. 1), sinee
Al-nduced alfnAChR-medisted redocton of NMDA re-
spenges is blocked by the «7nAChR inhibitors BTX and
MLA, ihe PP2B mhibitor cyclosporing and a dominamni-
negative STEP protein [9].

As mentioned before, whether or not AR scis as an ago-
mist or a5 an antagonist for @TnAChR remaing controversial
[E5-20]. Regarding the agonistic action of AR on aTaAChR
it has been reported a diveot sctivation of recombinam rat
aTnAChR by AR in Newopue oocyies [99]. Same activation
hes been observed in native mt eTnAChE in synaptosomal
preparations isolated from the hippocampus, the striztum and
e MJlM]. Accordingly, AP polcniizies mnicotineg-
indused Ca”™ mflux i rat basal forchrain nedrons [ 100 ). Fuor-
thermore, as mentioned, AP application 1w hippocampal
alices sctivates, wio aToAChRs, EREK? [88]. Finally, in pri-
mary neurenal cultures, blockade of ¢TaAChR with MELA
pratects againg Af-induced neurctoxicity [102].

Despite the evidence suggesting thai Afl may aciivaie
«nAChR, there are reporis suggesting otherwise. For in-
stance, bindmg of AR o aToAChE blocks native aToAChR
currenis in hippocampal pewrons [89, 103]. Same effect is
obsirved in aflnAChR cuments expressed in Xenopus oo-
cytes [104-106] or in SH-EP1 human epithelial cells [107].
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Similarly, AP application can mipair LTP & vivo and fa wioro
by blocking aToAChR activity [84. 10E]. If has also becn
reported that aTnACKE activation cither with nicotine and
the specific agonist 3-(2 4 -dimethoxybeney lidene | DIVH)
provide protection aganst Af-indoced neuarotoxicity [L09,
110]. The neuroprotective effect of nicotine can be block by
the nAChR antagonist hexamethonium and mecamylamine
as well as the selective a?nAChR antzgonist BTX [21, 109].
Furthermore, it has been reported that Af-induced cell death
in SK-M-MC cell ling, can be prevenied either by nicotine or
epihatidine, a potent aTnACER agonist [#6] The neuropro-
lective effect of nicoting against Af-induced negrowxicity
can aleo be blocked by the PI3K inhibitors LY 294002 and
wortmannn as well as a Sre-family inhibitor PP2 sugoesting
thear these kinases are involve in the newroprolective actions
of nicotine [91, 93], [t has been proposed thai, ai least in the
nearonal cell ine PCE2, nicotine competes with AP for the
binding w a«TnAChE and dweefore prevents the Af-
induction of caspase 3 and apoptosis [92]. This effect ap-
pears o be mediated by aTnAChR, because the protection is
blipcked by BTX and 15 mimicked by the a7nAChR agonist
TC-1698 [9X, 111, 112]. Imterestingly, treatment with nico-
time for 1en days in the AFPsw mice mode] reduced msoluble
amyloid by B0 i the brain cortex of 9 month-old mice
[113]. This effect is mediated at least in part. by the
aTnAChR as shown by osing MLA [113]. Overall, despite
the controversy regarding the agonistic oF antagonistc ac-
tions of AP on aTnAChR, the evidence reviewed. clearly
poini toward oTnAChR as a very likely candidate for phar-
macologecal manipulation in erder to overcome Afl-induced
effecs.

The evidence just reviewed suppor the notion that mioo-
timic receptors may constitote 8 promising tanget o treat AD.
It is well know that smokers kave less accumilation of AR
[114] and 3 reduced risk to develop AD [115, 116]. Prelimi-
mar clinical studies have shown that tramsdermal application
of nwotine mprovies memory and sttention it Al paticnts
[117, 118]. Simiar improvements have been achieved
through the administration of the nicotinic recepior agonist
ABT-418 [119]. Furthermore, in AD transgenic models. it
has Been found thar nicotine administration reduces AR ac-
cumulstion [120] and improves the memory deficit observed
i these animals [12]] Interestingly. it has been shown that
immunization agains o7 recepuors improves the memaory
deficit observed in an AD animal moadel [122].
pTENTR

pT3 neurotrophin recepior (p73NTE) &5 a ransmembrane
profein with a structure similar 1o the tumor necrosis factor
receptor mud CD40 [123]. AR can bind pT3NTE (Kd = 23
oM} with a bower affinity than its mamral ligand neve
growih factor (MGF) (Kd =4-7 M) in KIH 3T3 cells as well
as rai cortical neurons (Fig. 1) [124]). Af-pT3NTR complex
cam contain either a sole pTSNTHR mecepior (80 kDa) or a
receptor complex of 230 kDa, proposed to be a wimer of
pTENTR [E23, IX5) A varety of differemi-length AR pep-
tides anteract with and activate pT3SNTHR siomaling (Fig. 1)
mclnding aggregated AR 10 [123-125], soluble oligomeric
and aggregated AP 142 [126-130] and oligomeric and ag-
gregated A 2335 [E123. 126, 131]. Binding of AR to
BT SNTR leads to cell death trousgh the interaction of AP with
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the receptor’s amino-terminal domsin and the sctivation of a
neurotoxic function of the receptor localized in iis carboxyl-
terminal domain [132] The specificity of this interaction is
revealed by the fact that AP mduces cell death in NIH 3T3
cells sobreexpressing p7SNTR but has no effect on non-
transfected cells [124]. Similar data was obuined using hu-
man neural crest-denived melanocytes [124]. These findings
are confirmed by i vive cxperiments showing thar AR
induced mewrodegeneration of basal forebrain cholinergic
neurons is ool observed in p7SNTR-deficient mice [133].

Interestingly, basal forcbrain cholinergic neurons have the
highest levels of p7SNTR in the brain and are one of the
most affected newrons in AD [134]. AP binding 1o pTSNTR
triggers activation of the downstream signalling molecules
such as INK, Gy-proteins, NFxB and PI3K (Fig. 1) [135]
The induction of cell death wpon intersction of pTSNTR with
Af s mediated by the activaton of caspases-8 and -3 and the
production of ROS imtermediates (Fig. 1). Benzyloxycar-
bonyl-ValAla-Asp (OMe) Muoromethylkeione {Z-VAD-
FMEK}), a non-selective caspases inhibitor, and Z-IETD-FME,
& specific caspuse 8 inhibitor, prevented such cell death
[132). As mentioned Af-induced p7SNTR-mediated cell
death, mvolves the activation of JNK and p3E, as well as the
mitogen-activated protein kinases MKK3, 4 and 6 and p33
sctivity (Fig. 1) [126, 131, 132]. The activation of these pro-
teins was found o require the death dommin region of
PPSNTR [131. 132]). On Fll-neuron bybead cells, transfected
with pTSNTR, AP-induced p7SNTR-mediated cell death,
was mediated by G, (Fig. 1). This was demonsirated by us-
ing the G mhubitor perfussis toxm (PTX) [126]. In this
case, INK and caspases 3.7 and 9 are also involved in AB-
induced pTSNTR-medisted cell death (Fig. 1), since the in-
hibitor of caspases 37 Ac-DEVD-CHO (DEVD), the inhibi-
tor of caspase 9 Ac-LEHD-CHO (LEHD) and the JNK in-
hibitor SP6O012%, prevented cell death [126]. On human
neuroblasioma cell line, the transcriptional factor NFB 1=
also activaied during cell death promoiad by AR (Fig 1)
[123]. By blocking the interaction AB-p7SNTR with NGF or
the ishibition of NFkB activation by curcumin or NFKB
SN30, respectively, Ap-induced cell death was prevented
[123]. Low concentrations of Afl can activate Ras aond
ERK1/2 via pTSNFR, imn MDCK and RN22 cells as well as in
cerebellar neurons (Fig. 1) [129]. lnterestingly, using a peu-
roblastoma cell line dewoid of neurotrophin receptors and
engineened to cxpress either a full-length or a death domain
(DD)-truncated form of p7SNTR, Constomtni er al, 2005
demonstrated that Af activates p38 and JINK and induces
NFKB translocation through s carboxyl-terminal domain
[131}. In a recent report is has been shown that blocking
binding of A} to pTSNTR, with an antagonist peptide (se-
guence CATDIKGAEC), produced a reduction in Af-induced
reurotoxicity m NIH-3T3 cells and cortical neurons [ 136], as
well as the newoinflammatory response induced by AP in
B3THL/6 mice [137] Ahogether, the evidence shows that
P7INTR and us associated intracellular pathways, constitute
very interesting candidsies for the developmeni of pharma-
cological strategics against AP neuronal network disruption.

Integrin Signal Pathway

Integrins wre members of 3 superfamily of membrane
giveoproteins thar are well expressed in all cell tvees 1381

Rallesa-Tapia and Fefa

Such glycoproteins form heterodimers composed of @ and B
subuniis that act as receptors for extracellulsr matrix proteins
and counterreceplors on adjacent cells [138]. Integrin-medi-
ated cell o cell mteractions wre necessary for cell survival,
smce loss of this function can cause apopiosis [139] Fur-
thermore, in the central nervous system. integrins are widely
expressed in synapies and dendnitic spines and can regulate
synaptic rransmission and plasticity [27. 138, 140-142]. For
msiance, integrins regulate the memaory-related plastic mecha-
nism called long-term potentiation (LTP) [139]. Integrins
contain the Arg-Gly-Asp attschment site that allows their
ieractions with other protemns during cell adhesion process
[143]. Imierestingly for this review, it is known that integrins
bind Af in an snalog domain composed of the aminoacid
sequence Arg-His-Asp-Ser (Fig. 2) [144, 145). Therefore,
imegrins and the intracellular pathways that can be evoked
upon their activation have been related to AD(Fig. 2]

Integrins co-localize with senile plagues and dystrophic
meuries in AD patients, as well as in transgenic animal maod-
cls of this discasc [ 146-149]. Several are the consoguences of
AP binding to mtegrins (Fig. 1); for instance, binding of AR
to the mtegrin heterodimer alfil, activate the MAPKK-
ERKZ pathway and induces meunite degencration and cell
death in hippocampal neurons (Fig. 2) [150], such effects
were blocked by the general integrin inhibitor echisiatin, as
well 2 by antibodies against both ul and P! integrins [150].
When Af bind 0 ol and Bl integrins, produce their inier-
palization, and secondarily lead o spoptosis in SH-SYSY
cells [151]. In the same report, it was shown thai reatment
with imegrin-binding proteins, such as fibronectin, laminin
and collagen, proiected sgainst Af-induced spoptosis. and
treatment with satibodies against both al and Bl integrins
cnhanced Af-induced neurotoxicity [151]. The later Minding,
was explained by suggesting that Ap binding to integrins
may disrupt their normal interaction with the extracellular
matrix, which then tniggers spoptosis, at least in SH-SYSY
cells. Another study. using the same cell hine, showed that
AP binds w ol inegrin and activates focal adhesion Kinase
(FAK) and ERKI12 (possibly through a Fyn-dependent
meecluanism), ing the reactivation of the cell cycle and
ultimately cell death (Fig. 2) [152]. The invelvement of Fyn
m this pathway was suggested by the inhibition of both proc-
¢sses with the Fyn inhibitor PP, whereas the participation of
FAK was revealed by its knock-down with an specific
siRNA [152]. Other reports, using the SH-SYSY cell lime
dlong with B103 cell and cortical newrons, have shown that
A} increased the phesphorylation levels of FAK (Fig 2)
[149, 153, 1584]. It is important to mention that FAK is o
tyrosine kinase [139, 155], closcly relsted to Fyn kinase
[156-159). FAK and Fyn, which are overexpressed in AD
brains [166, l6l], participate along with PI3K, i Ap-
mduced tyro-sin phosphorylation of microtubule-associated
protein 2¢c (MAP2c) and TAU [154] (see Fig. 2). We have
recently shown that AP-induced hippocampsl network dys-
function is precluded in Fyn-knockout mice suggesting that
Fyn kinase play an important role in Ap-induced pathology
[3a.

The disruption of nomal integrin function by AR may
lead newrons (o the resctivation of cell eycle and ultimately
death [132]. This might explain why there is a reexpresion in
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the bram of ALD patients of proteins related with the cell cy-
cle like cell division eycle 2 (edel), eyclin Bl, cyelin-
dependent kinase 4 (odk4), cyclin D, pl & and cyclin E, [162-
| &6], as well as in the brain of AD transgenic mice [167]. As
known, most mormal neorons do nat expeess cell eyele-
related proteins, due to the fact that dhey are srested in Go,
ithus Af-induced reactivation of neuronsal cell eyele destabi-
lize their meuwronal function and kead them o dead [152]

Am alternaiive pathway activated by the mieraction be-
tween AR and avj] iniegrins, is the activation of prolineg-rich
tyrosine kinase 2 (Pyk2) (Fig. 2) [149, 168-1T0]. Such acti-
vation of Pyk2 then activates the adaptors prowins TksS/
FISH or Paxillin, which are mwolved i neuronal dysfunction
and neuratoxicity [ 149, 163-170]. Imerestingly, endogemous
lagamds of miegrins, such as fibronectin and collagen, pre-
vent the newrotoxic effects just described [168]. Finally, a
receni report has shown that the reduction of LTP induced by
soluble AR is blocked by antibodics against av integrin both
e viva and dn vifre [27]. Overall, the information reviewed
shows that infegrins are a major targed of AP, The mviracello-
lar pathways iriggered by this interaction may lead o both
ncuronal dysfunction and death, and therefore this molecular
sysicm constitutes 3 potential therapeutic target againsi Af-
imduced neuronal nctwork dysfiunction and possibly against
AD.
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Microglial Receptors (SR-A, FPRL] and CD36/a6bl/
CD4T)

A hallmark i the AD disease is a potent inflamimation
response promoted by activated microglial cells [171]. It has
bewm o that microglial cells surround senile plagues
[172, 173] and that AP} promotes cytokines production by
those eclls [174-176]. Furthermore microglial cells are aom
just sctivated by AR but phagoeytes it [I77-179]. Owerall,
these resulis ndicate that microglial cells represeni a key
factor for understanding AD and for providing with thera-
poutic targel against the disease Several are the putative
receplors that may be involved in Af-induced activation of
microglial cells (Fig. 3). including recepror for advanced
ghyeation end products (RAGE), tumor necrosis factor recep-
tor (THF-R) as well as several microglial recepiors sach as
scavenger recepior A (SR-A), formyl peptide recepior-like |
(FPRLI) and a complex called CD38/abfLACD4T (Fig. 3).
We will review the interaction of AR with these four recep-
Lors MRt

It is well known thai senile plaques @re surounded by
microglial cells that express the SR-A (Fig. 3) [180-182].
SH-A was the first recepior shown 1o participate in binding
and internalization of Af by micreglial cells (Fig. 3) [153,
184]. Subsequently. it has been reparted that microglia from
SR-A knockout mice bind AP less efficiently [185, 136].
Using human monocyies, N9 microglia cell line and primary
rai microglial cells, it was found that AR binds w0 SE-A
[183]. Upon binding to 5R-A, AP inhibits cell migration
[chemotaxis) and also preamotes BOS production m those
cells [183]. Also it has been reported that microglial cells
internalize AR in a SR-A-dependent manner [184] Similarky.
the type Bl SK receptor (SR-BI) also binds and internalize
Afl and indoce ROS production in microglial coliwres (Fig.
3} [1886].

The FPRLL, a Gi protein-coupled recepior involved in
immune response [187, 1E&], is highly expressed by inflam-
matory cells infilirating senile plaques in brain fissues froam
AD patients [ 189, 190]. AR binds and activates human FPRLI
(Fig. ¥) as well as iis mouse counterpant FPR2. which acti-
vales microglial cclls, promotmg chemostaxis [190, 191].
Such effect can be blocked by desensitizing FPRLL with its
agonist fMLF [19]1]. When FPRLI is sobreexpresed in
HEK203 cells, AP activation of this peceptor induces cal-
cimm imflire and chemotaxis [190, 191]. AP can also be inter-
nalized upon binding o FPRLI, such internalization is in-
volved m the imtracellular aggregation of AR inte microgla
[18T, 192]. Recently it has been shown that the FPRLI-
medisgted AR imemalization is a phospholipase D (PLD)-
dependem processes (Fig. 3). which can be observed cither
i mictoglia of astrocites [ 193] Such process can be reverted
using the FPRL] antagonist WEWY, as well ax FTX [194].

The cluster of differentiation 14 (CD14) is the lipopaoly-
caccharide (LPS) recepror [195], which is localized in mi-
croglial cells and seem o be another putative receptor for Af
(Fig. 3). For instance, coimmunoprecipitation of AR with
U4 was confirmed with binding assays. which show that
AR bimds CDI4 with hizh affinity (KEd = | nM)y [196].
Moreover, flow cytometry, confocal microscopy and two-
photon flucrescence lifetime imaging (FLIM), combined
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with fluorescence resonance energy mansfer (FRET). con-
firmed a direct interaction between AP and CDI4 in CHO
cells transfected with human CID 14 receptor [197). Interest-
imgly, the APf-induced cyiokine secretion (IL-6 or TNF-a) is
ot ohserved in microglial cells obfained from CD14 knock-
out mice [1'96]. Az mentioned for the other microglial recep-
s, binding of AP w CDI4 induces iz mternalization;
which s dramatically redwced in microglial cells obtained
from T 4 knockoun mice [ 197].

At the microglial eell membrane. AR also imleracts with a
recepior complex composed of the B class scavenger recep-
tor {CD36), abPl-integrin and CD47, an mtegrin-associated
protein (Fig. 3) [198-200], AP activation of this receplos
complex induces tyrosine phosphorylation of several pro-
neine; it ako indoces sctvation of Fym kinase, ERK and
evendually induces cyiokine rebease (Fig. 3) [ 198]. Inhibiteon
of sach receptor complex, with the scavenger recepior an-
mgenist fusoidan the CD47 inhibitor 4N 1K as well a5 with
imhibiiory peptides for CD36 and obf 1-iniegrin, reverted the
effects just deseribed [198]). AP mteraction with this receplor
complex also induces AR itemnalization in the immortalized
mirime microglia cell line BV-2 and primary microglha cul-
ures [ 199]. Accordingly, application of some antagonisis for
severa| members of soeh recepior complex reduced AR in-
ternalization [199]. Such Af internalization seems to be me-
digted by the activation of Syk kinase (a member of Src-

family tyresin kinases) as well as by PI3K (Fig. 3), since the
application of the specific Syk mhibitor picetancl, the Src
mhibitor PP2 and the PISK inhibitor LY 294002, blocked AR
imiemalization [ 199]. A recent repori has suggesied thai tyro-
sime kinase Vaw is involved i the signalng pathway trig-
gered by Af-induced activation of the receptor complex in
human THP-1 monocytes [200]. This suggestion is based on
the fact that A& f-mduced activation of the receptor complex
in human THP- | monecytes produces the activation of Lyn
and Syk kinases in a Vav-dependent manmer [200-202].

RAGE

The recepior for advanced glycation end products (RAGE)
is a2 member of the immunoglobulin superfamily, composed
of three extracellular Bg-like domams (Vy, Cig, Caa), a single
ransmembrane domain, and a shon cyioplasmic tail [203,
204). Interestingly for this seview, RAGE s overexpressed
in the brain of AD patients [205, 206] and constimites a
metnbrane binding site for AR (Kd = 30-100 nM) at nourons,
microglial cells, as well as endothelial cells [205-209]. In
thase cells, Af-indoced RAGE activation induces cell death
[205, 210]. Accordingly, an antibody against RAGE prevents
Af-induced cell death on SHSY-3Y cells sobroexpressing
RAGE and mat cortical neurons stimuolated with Af [203].
The receptor demains implicated in the neurMvoxic effect
wire the WV for AR olizomene forms and Cyy for A fibmllar
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Forms [203]. Regarding imiracellolar signaling, mieraction of
Af with RAGE. in 5H-8Y3Y eells. induces ERK1/2 and Al
phosphorylation troush MAPE/ERK kinase | (MEK]) and
PIBK respectively, since the MEK ] mhibitor PDNEDSY, and
the PB3K-mhibitor LYZ94002, abolished such activation
[210]. AP interaction with RAGE also induces aetivation of
IkBa and the NFkB tanslocation inhibitor SN30 [211].
However the sctivation of the two pathways just described
seems oot o be mwvolved in Afkmduced RAGE-mediated
neurotoxicity. In eontrast the INE-inhibitor T and SB2035840,
a pi% inhibitor, reduced Af-induced RAGE-medisred nowso-
toxicity [211]

Af-mduced RAGE activaton in neuroblastoma cells
imcrease the levels of macrophage colony-stimulating facior
{M-CSF)y and vascular cell adhesion molecule-1 (VCARM-1)
through the activation of NFEB [212] Intercstmgly M-CSF
as well as VCAM-1 expression is increased in the brain of
AD patients [212, 213] as well as the brain of AD mouse
models [214]. Interestingly, M-CSF can activaied microglia
cells and enhance AR indocod mterleukin-1, nterleukin-6
and MO production by such cells [215] Microglial cells iso-
lated from AD patients ean release M-CSF upon AP activa-
tion of RAGE, since sueh release can be imhibited with anti-
bodies anti-RAGE [206]. M-CSF is able o induce expres-
sion of RAGE which creates a positive loop that could favors
the inflammatory prooess in AD [206]

A transgenic AD mouse model which overexpresses mur-
me amylod precurser protemn (mAPP) and RAGE, displays
functional abnormalities in spatial learning snd memory,
accompanied by promoting synapiic dysfunction and LTP
reduction. as well 2s a progrescive density decresse of che-
lincrgic fibers and synapses, long before the same changes
are ex in mAPP ransgenic mice [216]. An increase
of MFKEB mslecation, microgliosis and ostrocitoeis samound
ing senile plagues, phosphorilated forms of cAMP response
element binding (CREE], p3&, ERK /2, and calciom/calmo-
ditlin-dependent protein kinase 1 (CAMEI), was detected m
the mAPP/RAGE mowse [216]. In conmast a transgenic
mouse overexpressing mAPF along with a dominani-negative
RAGE. shows a reduction in the alterations in spatial leam-
ing and memory, well 25 a decresse in neuwropathologic
changes, compared with the mA PP transgense mice [216].

Despite many evidence that RAGE could mediate Af-
induced newrodegeneration, in a report using PCI2 cells,
B2 cells or rat primary cortical neurons, it was shown that
neursiexiciiy by AR was not affecied when RAGE was insc-
fivated with trypsin [217].

THNF-R1

Tumaor necrosis factor (TNF, cachexin or cachectin and
formally known as umor necrosis factor-m, THFa) is a cyio-
kine imvolved in inflammation. Both TNFe and iis receplor
(THNF-R1) are increase in brain AD patients [218-222] AD
patkents carrying the TNFa -308 AN polymorphism and the
apolipoproteinE (APOE) 4 allele had a lower mean age of
AD onset [223]. AD brain microglia produce 1.5 times more
ThHIa than age with matched controls [224] Af binds and
aciivaies THNF-R| high affiniy (K4 = 042 nM), Af-induced
activation of TNF-R| promoies aeuronal death by indocing
the activation of NFEB and by ahering the expression of the
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apopicdic profeasc-aciivaiing facior (Apaf-1) [220]. Such
Ap-induced TNF-RI-mediated spoptosis, alomg with the
miracellular mechanisms just menitoned, is absent in a TNF-
Bl knock out mice [220]. Recently it has been reported that
the spatial leaming alicration and the reduction of nerve tee-
minals, observed in a mouse model of AD, are dependent on
THF-RI [223]. Furhermore, it has been shown that the Afl-
mduced mhibifion of hippocampus LTP occurs as a conse-
quense of release of endogenous THFa and the subsequence
activation of TNF-RI mediated by AR oligomers [2T] Ac-
cordingly, Af-induced inhibition of hippocampus LTP is not
observed in 3 mouse knock out for THF-RI1 [226]. Interesi-
ingly a prospective pilot stedy of 15 AD paticnis given a
ThFa amagonist. etanercept, for 6 months showed signifi-
cant improvement in 3 cognative tests mstead of the decline
seeny for umtreated patiemts [227]. Furhermwore, deletion of
THFE! i APP23 transgemic mice prevenis leamning and
memory deficits [228].

Insuilin Receptor

AR can also competitively bind and oo i ipitate
with insulin recepror (IR; Kd 8-25 mM); inhibiting receptar
antophosphorylation amd therefore blocking s signaling
pathway [220-231]. AP also blocks 1R-mduced activation of
ERK . CaMEIl and Akt and these effects might be related o
Ap-induced inhibition of LTF, since the the Af-induced re-
duction in the activation of ERE. CaMKIl and Aki is mim-
icked by the the IR antagonist AGE024 and Af-induced in-
hibition of LTP can partially be reverted by insulin [230]. AR
can also mduee the redistnbution of TR, simee AR application
to hippocampal culres produces a rapid and substantial loss
of IR ar dendrites swrface, whereas produces an increased
recepior immunoreactivity in the cell body [229]. Concomi-
tanily with recepior redisinbuiion, AP increases [R-mediaied
phosphorylanon of Akt at sermed 3. The kater 15 a malecular
cvent related to neurodegencration snd msulin resistance
[229].

INTRACELLULAR PATHWAYS EVOKED BY AB
WITH NOT IDENTIFIED MEMBRANE RECEPTOR

(“ORPHAN® INTRACELLULAR PATHWAYS)

5o far, we have reviewed several putative Al recepiors
and the intracellular pathways associated o them, however a
careful review of the literaiure, shows a great amount of re-
pors indicating that AR modulates several elements of dif-
ferent intracellular pathweays, however the membrane recep-
tor imvolved in such moedolation remaing undetermined [232-
233]. However, doe o the fact thar several of those enzymes
seemm o be strongly related to the Af-inducad effeet and may
counsiitute promising therapeutic targets against Af-induced
effects, we wani to mention some of them.

As already menfioned, several kinases knowm fo phos-
phorylate Taw protein are activated by AR on newrons, in-
cluding GSK3[ and Cydin-dependent kinase 5 (cdkS) [2332-
235). A also induce the activation of MAPKs in hippocam-
pal and corgical neurons, 22 well as PC12 and SH-SY5Y ho-
man neroblasioma cells, producing neurotoxscity [67, 236-
238 Un THP=1 monocyte cell Ime, AP can achivate ERE 112
kimases [201]. Pretreatment with PP (the Sre-famialy tyrosin
kinase inhibitor) and piccatanncl (a4 Syk kinase mhilitog)
mhibited such ERK activation., Furthermore the calcium
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ATPase mhibitors 2 3-diteri-batylhydroguinone (DTBHG)
and thapsigargin, the rvanoding recepior inhibitor danirolene,
as well as the ealcium chelator | 2-bis{c-aminophenoxy)
ethane-N N N MW'-ictrascetic acid (BAPTA), aleo decrease
such Af-induced ERK activation suggesting that Lyn, Syk
and imtracellular store-medisted caleium rising are aciivatsd
upon AP application to these cells [201]. The protein Kinase
C (PKC) mhibiior Gob6%76 (specific for calciom dependent
PEC isoforms) also prevents Af-induced ERK activation.
Same effect 55 achieved mhibihing Pyk? and Lyn with ihe
broad Src-like inhibitor PP1 [201]. A Pyk?2 target called pax-
illin is also activated by Al in THP-1 momnocites; sech acti-
vatken is blocked by the FRC inhibitor Goo97s, the Sre-like
imhibitor PF| and the calcium ATPase inhibitor DTBEHGQ
[ ],

It hess been reported that AR induces the expression, i a
PRC-dependent manner, of cyclooxygenase 2 (COX-2)
which subsequent mereases prostaglandin E2 release in pri-

midbramn asteecyies, such cffect of AP can be blocked
by the PRC inhibitor GF 109203X [2319]. Related to this find-
img, it has also being reporied that AR can induce ovclooxy-
genase | activation and prostaglandin 2 production [2440].

Intraceechroventricular injection of AR mduces an in-
flammatory response in response the hippocampal CAl area,
chamacterized by astrocytes imfiliration and the overexpres-
sion of imerleukin-Ib, caspase I and the pro-apoplotic pro-
nzin FasL, as well as the activation of p38 MAPK [241]. [n
conirast, AP injection reduces the expression of several sur-
viving-related profeins such as ERK 12 and ALPEB [241].
Sodinm ferulate (SF). which i curacted from Serophalaria
Sruteseeits, Blocks the AR-indueed increase in the the apop-
totic pathway (pISMAPK, Caspase 3 and FasL) and the de-
crease of the survival pathway (EREK1/2Z and AKUTKEH)
[242], Using the same experimental parsdigm, mirscere-
broveniricular mjection of Afl activaies MEKI/MERESG, pi&
MAPE and promotes an merease m IL-1b levels, while re-
divces activation of MAPEAPK-2 and its downstream target
Hep2T [243] SF and ihe p38MAFK inhibiior SBE2035R0
revertod such AR-imduced effects [243].

AR application 1o retinal pericytes resulis in arachidomic
acid (AA) production, such effeei is reduced by applying ihe
MEK inhibitor PD9R059, the p3& MAPK inhibitor SB203580
and the PEC inhibitor GF109203X [176]. Same imhibitors
also prevented Af-induced phophorylation and overespres-
sion of phospholipase A2 [174].

As already mentionad, GSK3[ s a major player i Afl-
mdueed neprotoxicity. For mstance, the Afl-induced neuno-
tonicity observed in primary culivres of embryonic rat hip-

meurons is reduced when the culture is prefreated
with & GSESP antisense oligonucleotide [232]. Fumbemmorne,
Af-induced GSE3f-mediated neurotoxicity and Tau phaos-
pharilation, scem to invelve the inhibition of PI3K by AR
[244]. In this expenment PBK activity was determined by
phasphatidylinositol §3.4.5)-risphosphate (FIF3) prodoction,
and a decrease in PIP3 levels was ebserved upon AR applica-
tion [244]. Finally, inhibiting GSK3[P cither with lithium or
with the GSK3) inhibitor VI prevents AP-indweed Tau
phosphorylation and neuronal death [234, 240]. These evi-
dences are m agreement with clinical observations i AD
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patienis. First of all, there is increased GSE3f activity in the
frontal cortex in AD patients, as evidenced by immunoblot-
timg for GSE 3 phosphorylated ar Tyr2 16 [245], Furthermaone,
GSE3p expression is up-regulated in the hippocampus of
AD patienis [246] and in post-synaptosomal supermatants
derivied from AD brain [247]. GSE3[ expression is also up-
regulated in cireulaging peripheral lymphocytes in bath AD
and m mild cognitive impairment patienis [248]. It has also
been reported that & polymorphisem in the GSE3f promoier
as 4 risk facior for late onset AD [249]. Furthermore it has
been observed that GSEIP co-localize with dystrophic neu-
mies and nevrofibrillar tangles [233 247, 250, 251 and that
active GSK3If is observad In newrons with pre-tangle
changes [252].

CalciumJsealmodulin regulated phosphatsse or calcineu-
i, secam to be mvolved 0 Afl-induced effects. For instance
Af-mduced reduction of ie-phase LTP in the hippocampal
deniate gyrus mvolves Afl-induced caleinewrin activafion
[253]. Furthermore Af-induced neurobosicity alio involved
the activation of calcineurin in corical neuron primary eul-
mres [254]. As known, calcimeurin dephosphorylaies and
activates BAD, a proapoptotic member of Bek2 family,
which triggers cytochrome ¢ release and caspase 3 activation
[255, 256]. Blocking calcineurin sctivity with FEK506 or ey-
closporine prevents peurcdosicity [253-256]. Interestingly in
4 mansgenic mouse AD model, calcineurin activity s ele-
vated and, on top of that, Af indoces a further sctivation of
calcineurin activity which then dephosphorylates and act-
vates CREB, pramoting cell death [257]

Finally Af-induced effects also seem w be dependent on
the activation of a protein kinase called Fyn, a Sic family
tyrosing kinese member, which is widely expressed om the
nervolus system [157-159) and 5 mxreased i the brain of
AD patients [l60, 161]. Interestingly the described Ap-
mduced LTP disrupiion and neurotoxicity 5 not observed in
Fyn KO muce [21] Furthermore the synaptotoxicity and
cogmitive impaiFments in a AD mouse madel of AD seem o
be medisied by Fyn [238] As already mentioned. we have
recently shown that Af-induced hippocampal network dys-
function is precluded i Fyo-kmockoul mice suggesting that
Fyvn kinase play an important role in Af-induced pathology
[30]-

CONCLUDING REMARKS

The evidence reviewed show that AP interacts with &
wide variety of membrane recepiors and this ieraction pro-
duces a complex response, mvelving sevieral cell types, that
eventually lead to neuronal network dysfunchon, which then
may be respongible for the carly cognitive deficits observed
im AD patients. The review of these receptors, along with the
intracellulor pathways associated with them, provide with
promising therapeutic targeis against Af-induced brain dys-
function and cognitive dechne. Howewver, it 18 important o
wleniify which of these molecules, when pharmscologically
activated or inhibited in order 1o overcome Af-induced ef-
fects, are associated with less side effects. It is important to
take imo accoumt thar the receptors and the imtracellalar
pathways mesntioned in this review are involved in several
neuronal, and non-neuronal processes, which are impsortant
for normal bram function and that its pharmacological alera-
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tion mey be more harmful that the Af-induced effect. Thus
the challenge for the coming years is to carefully dissect the
Af-mediaied molecular mechanizms w identify those thera-
peutic targets thai may inhibit the Af-mediated neuronal
petwork dysfunction withowt affecting nermal bramn function.

ABBREVIATIONS

AA = Arachidonic acid

AD = Alzheimer's discase

Apaf-l =  Apoplolic protease-acivating facior

APOE = apolipoproteine

APP = My loid precursor protein

APV = l-amino-phosphonovaleric acid

AFD-103 = Scyllo-inosiol

AR = Aumyloid beta protein

BAPTA = |,2-bis{o-aminephenoxy jethane-
NN N N'-tetrascetic acid

BTX = o-bungaroioxin

CAMEKIT = Calcinmscalmodulin-dependent protein
kinase 11

ChDi4 = Cluster of differentiation 14

CD3s = Cluster of differemiation 36

CDIT =  Cluster of differemtiztion 47

ode? =  Cell division cycle 2, also referred 1o as
cyclin-dependent kinase |

cdk4 = Cyclin-dependent kinase 4

edks = Cyclin-dependent kinase 5

CiOX-2 =  Cycheoxygenase 2

Crp = 3{2-carboxypiperazin-4-yl)propyl-1-
phasphonic acid

CREB =  ¢AMP respense element binding

DEVD =  Ac-DEVD-CHO

DMXB = 32 4)-dimethoxybenzylidene

DTBHQ) = 2 5-ditert-buty hydroguinone

EREK = Extracellular signal-regulaied kinase

FAK = Focal adhesion kinase

FLIM = Fluorescence lifetine imaging

FFRLI = Formyl peptide recepior-like |

FRET =  Fludrescence risonance cnergy ransfer

GMPe = Guanesine eyclic monophosphate

GSK3p = (ilycogen synthase kinase 3

IR = Insulin recepior

INKI = ¢-Jun N-terminal kinase |

Jilmit evidewes foe Medliclmad Chewelsory, 2089, 1ol ®, Na. 8 735

LEHD

LTP
MAF3:

mAPP
M-CSF
MEKI1
MK -8

MNFkB
MNGF
NMDA-R

NO
pTSNTR
PI3K
PIP3

FEC
PLDy
FP2

ROS
SF
SIRNA
SR-A
SR-B1

THFRI
THFa
VOAM-1
Z-VADFMK

wTnChBs

Ac-LEHD-CHO

Lipopolysaccharide

Long term potemtiation
Micrombiile-associated protcin 2e
The mitogen-activated protein kinase
Murine amyloid precursor protein
Macrophage colony-siimulating Facior
MAPK/ERK kinase 1

S-methyl-00_1 1-dihydro-5H-
dibenzala djeyclobepten-5_10-mine

Methyllycaconitine

Muclear factor kB

Merve growth factor
N-methyl-D-aspantic acid receptor
Nitrie oxide

p73 neurotrophin roceplor
Phosphoinositide 3-kinase
Phosphatidylinositol (3,4.5)-
trisphasphate

Frotein kinase C
Phospholipase D

4-Amino-2-(4-chlorophenyl)-T-{r-
butylipyrazolo] 3 4-dlpyrimidine

Frotein phosphaiace 1B
Pertussis toxin
Proline-rich tyrosine kinase 2

Reoceptor for advanced glycation end
products

Reactive oxygen species
Sodium ferulate

Small interfering RNA
Scavenger receplor A

Bl 3R recepior
Siriatal-enriched phosphatase
TNF peceptor |

Tumor necodsis faitor-o

Vascular cell adhesion molecule-1

Benzyloxycarbonyl-¥al-Ala-Asp (OMe)
fluoromethylketone

(@7 micotinic TeCepars
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Amyloid p Oligomers Decrease Hippocampal Spontaneous Network Activ-

ity in an Age-Dependent Manner

H. Balleza-Tapia, A. Huanosta-Gutiérrez, A. Mirquez-Ramos, N. Arias and F. Pefla

Departaies o de Formdeotindogto, Cetee de aveatigacidn v de Evudios dwprados Sade Sir, Mévion, IVF, Mévico

Abstract: Sofuble amylosd B (AR oligomers might mgper eardy cognitive defict in Althemmer's Discase (AD) through
the mmpanrment of proper newronal network (unchon. We have recenily shown that the short sequence rl.p;_ua.l’ﬁel:l‘_l Ehe
spontineous actvity i happoctumpal shces, when was added o the bath, 3t high nanomolar concentmtions. In the present
stly_ we ammed 0 chimctenze the effects of the ohigpmerized full lmgth sequence AR, - on the spontmeoss metwork ace
viviry i the CAl hppocempal area westing whether sach effects are spe dependent. By performing extracellular Geld re-
ocordings of spontanecus network actevity of hippocampal shoes, we found that an chgomenzed solution of AR, o, (osAll)
potently inhibit, in a dose-dependent manper, the spontaneous hippocmpal netwaork activity with an [Cie of 0.4 £ 3.2 oM
and a maxmsal effect reached arownd 10 oM. Whele spantanesus hppocampal netwerk activly 15 unaffected by age, the
sensitivaly of spontaneous hippocampal pebwork activily o osAR (10 nM) appears lo be increased m slees from older
ammals. Moreover, o see a n&uiﬁl:zmt reduction i spoataneous petwork achivily in shoes From ammals m thesr second
wisek of bifie Ldnd o AR was meeded, The osAf-induced reduction i hippocampal network activiy is sccompanied by a
presyvnaplic reduction i both spontaneous and mumature symaplic polentiaks. Fmally, we demonstrated that the effect pro-
duced by osAfl on sponanesus network activity was specific, reversible and unrelated wath cell death. In concluson, our
daty show that osAf abers hippecampal network achivity al concentratons commenly obeeved mn AD patients and that

such effect of osAf mereases with age.

Keywards: Alzheimer's disease. amy loid i oligomers, hippocampal spontaneois acuvity, afe.

INTRODUCTION

Alzheimer's discase (AD) is characterized by a progres-
sive impaimment in cognitive function [1-3]. Thene is increas-
ing climical evidence mdicating thai soluble forms of Af,
rather ihkan Abrllar confonmations, lead o the carly deficis
i learning and memory observed in AD patients [1, 4. 5.
Similarly, in transgenic AD animal models. soluble forms of
AR interfere with memory and leaming long before any neu-
rodegeneration is observed [1, 6-10].

Afl-mduced cognitive impairment seems to be associated
o neuronal network dvsfunciion [1, 11, 12]. Possibly by
affecting cognitive-related processes such as long wemm plas-
ticity [13-1£]. neuronal nerwork oscillations [11. 19, 20] or
neuronal codification [21]. Accordingly with this line of evi-
dence, we have recently shown that acute application of high
napomolar concentrations of mostly monomeric forms of
Afss 35 affeets hippocampal network functioning from single
cell to network level, both in vitre and ér vive [11]. How-
ever, these high concentrations have been observed rarcly in
the brain of AD patients [22-26]. In contrase, recent reports
have shown that aligomenc forms. of A} may be more potent
than monomers, producing their effects ar clinically relevant
concentrations [27-30]. Thus, our first aim was o test i an
oligomenized solution of AR (osAf) affects hippocampal
spontanoons network activity af clinscally relevant concen-
ITATIGTS
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There is evidence that neuronal network sctivity declines
with age and that this alieration is refleceed in reduction of
symapdic wamsmission and changes in plasticity [31. 32].
Moreover, samma hippocampal oscillations decrease with
age [33] Based on the face thar AD symptoms develop aver
age, we also ested whether or not esAfl effects on hippo-
campal spontancous network activity are age dependent. By
recording  hippocampal spontancous network activity and
treating hippocampal slices with differem concentrations of
osAf, we found that osAP potently disrapts hippocampal
sponfaneois nefwork activity i a dose- and ape-dependent
manner. Such effect. which comelates to a redisction i syn-
aptic transmission, is reversible, specific and not related to
cell death.

METHODS

The experimental protocols were approved by The Local
Comminee of Ethics on Animal Experimentation (CICUAL-
Cinvestav) and followed the regulstions established in the
Mexican Official Norm for the Use and Care of Laboratory
Animals (*Norma Oficial Mexicana” NOM-062-7000-1999).
Animals used in this stedy incleded 1 to 32 weeks old Swiss
Wihster mice. Although for mast of the experiments, includ-
ing the dose-response and viability expernimenis, we used B
i 12 weeks old animals. All animals were hoised at 2790
and maintained on a 12:12-h light'dark cycle with free access
to food and water.

T2 Benibam Science Publishers Lid
-197 -



48 Cwwreni Aheloner Researci, 2000, Vel 7, ¥Na §

Al (Migomers Preparation

Afe and AP peplides were obtained from Bachem
(Hedelberg, Germany ). The oligomernization protocol used
fior boih pepiides was performed as described by Klein, 2002
[34]; based on Lambert ei al, 1993 [13]. Briefly, 1.01.1.3.3.3-
hexaflworo-2-propanol (HFIP) was added to solid AR, 4 or
Aflyey, at 2 hnal pepide coneemtration of ImM, and meu-
bated for 60 min at room temporatre. HFIP was allowed 1o
evaporate overnight. Then a SmM solution was prepared by
adding DMS0. Such solution was then diloted with FI12 me-
dium o reach a final concentration of 100 pM. This seluton
was incubated. a1 5°C, for 24 h. Finally, such solation was
cenrifugated ar 14.000 = g for 10 min in the cold and the
supernatani conizinmg the AR oligomers, as well as mono-
mers, was collected and used for the experimenis. We char-
acierized the APz solution by standard SDS-PAGE elec-
trophoresis followed by silver staining [11, 35]. The Fig. (1)
shows that our oligamerized solution (osAR) contains the AR
pepivde in different levels of aggreganon, being the mono-
mers the more abumdant species, followed by hexamers as
the main A foligomeric form.

Fig. (1} Oligemerized AP solution (ssAf) compusition. The
SD5PAGE sitver stamed zel shows the different sggregated levels
of e oligomerceed APy solution weed m this shady {m = monoe-
mers; 0= ol igomers ).

Hippocampal Slices Freparation

To obtain 400 pm thick horizontal hippocampal slices,
animals were anesthetized with sodium pentobarbita] (63
mg/ke) and perfused ranscardially with cold modified arti-
ficizl cercbrospinal Auid containing 238 mM sucrose, 3 mM
KCL 2.5 mM MgCh, 25 mdl NaHCO;, and 30 mM D-
alocose, pH T4, and bubbled with carbogen (95% Oy amd
5% C0;). Then, animals were decapitaved and brains re-
moved snd dissected in iee-cold artificial cercbrospimal fluid
(aC5F) conmining 119 mM NaCl, 3 mM KCL, 1.5 mM
CaCly, 1 mM MgCl 25 mM NaHCO:, and 30 mM D-
glocose, pH 7.4, and bobblad with carbogen (95% O and
3% C0y). One cercbral hemisphere was mounied onto an
agar block with a 30° inclination amnd slices containing the

Bafeza- Fapla o al

hippocampal formation were cut with a vibratome (Vibra-
tomee, St Louis, MO, U.S.A). Slices were lefi o recover, at
room temperature, for at least 60 minutes before any further
experimental manipulation.

Extracellular Field Recordimgs

Faor exiracellular field recordimgs, the hippocampal slices
were transferred 1o 2 submerged recording chamber conting-
ously perfised ar 17-20 miimin with oxygenated a#CSF at 30
+ 2*C temperature. The ficld recordings were obtained with
suction clecwodes filled with aCSF and positioned on the
pyramidal laver of the hippocampal area CAL As a compari-
son, a group of slices were recorded with the elecrode posi-
tioned in the striatum radiatum. The signal was amplified
and filtered (highpass 0.3 Hz; lowpass, 1.5 KHz) with a
wide-band AC amplifier (Grass Instruments, Quincy, MA,
US4 ) The basal activity of the slices was recorded 15-20
min previous to any pharmacological reatment (control re-
conding ). The oligomerized sobuiion of cither ARy or Az,
peptides was added to the bath, at different concentrations,
and their effects were tested for af least | hoor. Then, Lido-
caine | mM was added to the bath to block any neuronal
activity, & a contred of the viability of the slice. Finally, a
recordimg with the electrode positioned just in the bath was
performed to quantify the amount of electrical noise present
in amy given experiment. In general the electrical noise rep-
resenned just 43% of the recorded signal. All the quantifica-
tions represent just the “biclogical activity™.

Patch-Clamp Recordings

Whole cell paich-clamp recordings were obiained from
CAl pyramiadsl neurons wsing an Axoclamp 2B smplifier
{Axon Instruments, Foster City, CA) and a Nomarsky-DIC
equipped macrascope (Eclipse E&0OFMN; MNikon, Mebville,
NY) The paich clecivodes (4-8 ML) were manufaciured
from filamented horosilicate glass mbes (Clarke GC 150TF)
and filled with a solution comaining (in mM): 140 K-
alueonic acid. | CaCl2*%6H0, 10 EGTA, 2 MaCI2*6H0, 4
MNaATP, 10 HEFES. This pipette solution resulted in small
LIP {(=3mWV), which was not comected in this smudy. Neurons
were maintained i current ¢lamp conformation, at their rest-
ing membrane potential, and square pulses of both depolarz-
ng and hyperpolarizing corrent were deliversd in order to
identify the newronal type recorded. All neurons inclhuded in
this stady were identified as regular spiking, more likely
pyramidal neurons. After characterizing the recorded meo-
rons 85 pyramidal newrons, we recorded the nearons at their
resting membrane potential 1o guantify their sponianesus
synaptic activity. In some cases we bath applicd tetrodotaxin
500 oM o quantify their miniatore synapic potentials. Both
types of symaptic potentials were recorded for 10 minutes as
a control and then we added osAR < to thie bath perfusion
and tested its effect for 15 minutes.

LIMVH Activity

As an indication of cell death injury, we performed a
lzctate debydrogenase (LDH) release assayed using a com-
meercial kit (Roche Laboratorics). LDH release was measured
as the ncrease of NADH absorbance at 490 nm in the col-
lected samples firom the perfusion bath | br afier the slices
were treated with or without os A 10 sM.
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Dkata Analysis

Recordings were digifared at 3-9 KHz and weee stored on
a porsonal computer with an acquisition system from MNa-
tional Insmruments (Aostin, TX, US.A) and cusiom made
software designed in the LabView cnwvironment [36]. The
recordings obtained wese analyzed off-line. Popualation re-
cordings were analyred wosing classical power spectrum
analysis [11. 37]. Segments of 3 seconds were analyzed ws-
ing 2 Rapsd Founer Transform Algorithm, with a Hamming
window, in Clampfit {Molecular Devices). The power spec-
tra, from | to &0 Hz, were mtegrated. Spontancous and mi-
nature synaptic potentials were identified and analyzed with
custom made programs written in HGOR Pro (WaveMetrics,
Lake Oswego, OR, USA), We calculate their frequency and
amplitude before and afier osAf;  apphication. Data e
expressed as mean + SEM. To test for statistical differences
we performed ANOVA and Swdent’s-r test nsing  the
CGrraphPfad Prism sofiware package.

RESULTS

In order to tesi effect of the os Al on hippocampal net-
work activity, we reconded the spontancous network activity

A

Corrent Alzheimer Research, 2000, Vel 7, Vo, £ 432

of CAl arcs in normal conditions and after treatment with
osAR 10 oM i dlices obtained from B-12 weeks old animals.
esAR 10 nM application produced & reduction of sponianc-
ous nerwork sctivity of 70 + 7% (Fig. 2A). A smaller, bur not
significantly different, reduction was observed when sponta-
neous population activity was recorded in the simatum radia-
mm (44 + 7%, p=6). To test if osAR-induced reduction of
spontancous nerwork activity was reversible, we washed ot
oAl from the bath solution and observed that afier 30 min
spontancous network sciivity recovered and increased be-
yond comtrel valwes (Fig. 2A). As a negative and specificity
control we tested the offect of the inverse peptide sequenee
ARy, The inverse control peptide did not affiect sponiamne-
ous network activity (Fig. 2B). To cormoborate that the ef-
ferts of os A were not due o cell damage we messired the
viahility of a separate set of hippecamipal slices after osA
weamment by messuring lactate-dehydrogenase (LDH) re-
lesse. For these experiments the slices were manipulated
using the same protoco] for elecoophysielogical expenments
and media samples from the bath were collected 1o test for
the presence of LDH aetivity. As shown in Fig. (2C). 0sAp
did not inereased LDH release compared with conol sam-
ples obwined from slices not exposed o 0sAf, These find-

B. Control Az
W sttt i

e 10 Dr =
Control Alit-42 Washaut 2 P g -3
R W Hrisaletpnd i W § 20 20}
2 300 3 < & 0 10203040 O 1020 3040
i 200 200 TJ': Fraquency (Hz)
S -m 100 N i
o a x . —
o 0 20 30 40 1] 10 20 30 40 0 10 20 30 40 EIH 1.3 T
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-
T - . Cantral Bfiaz-1
= i
E s c a 16
55 T 82
2 1 < 2 l2
) * e g
o 0.5- J':§ 1
- z 1 .1 I
Centrol Afi1-42 Washout = g 0

-A[ +A|1 Triton

Fig. (2). osAjfl inhibits spastaneons nefwork activily, elfec! (hat i reversible and do ool correlate with cell death. A) BEepresentatove
recordings and ther comespondent power spectra of the hippocampal sponEneons network achvity m ippocampal shives oblanned from B o
12 week obd mice in conrol conditions (black, lefl trece and powsr spectrum), after 30 mm of 0sAf exposmeon (lght gray, muddle tace and
power spectram ) and afier 30 min of washou (dark gray, right irace and power specerem). The ower graph shows the quantification of the
mdegrated power from the expermment represented m ibhé upper panel o = 9 Il]llqu:lfma.!wzrmd.ngj.md their comespondent power
spechna af the hippocamipal sponfaneoss oetwork activity m lappocampal slsoes obtaimed fom 8 o 12 werk old msce m conirol cosditions
{bixck, lefl trace and power spectrum), afler 30 mn of expositon of the imverse sequence Afl,;  (light gray, rght race and power specinem).
The lower graph shows the quant fication of the miegraed power from the experment represented in the opper panel (o = E). C) Quantifica-
tion of LDH releaze from hippecampal shoes treatad with (no=4) and without oAl (n= 4) As a positive comtmol the Tron-nduced LIDH
release 15 presenterd]. The vabues of the miegrated power @l LD relesse are presented as the mean + SEM; (%) dmotes a apmificmnt differs
ence relatrve 1o confrol wath a P < 0.05.
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ings demonstrate that the effects of the osAfl are reversible
and specific, but also srongly suggest that such effecis are
not due to any cell damage which, by definition, s not re-
versible.

To test the siabiliy of the spontaneous network activity
as well as the time curse of the osAfi-induced inhibition of
such activity, we cvaluated the hippocampal spontansous
network activity over time in the absence and presence of
osAR 10 oM. We found that spontancous network sctivity is
stable and maintams comparasble values of the iniegraied
power for long periods of wme (Fig. JA) In conirast, afier
osAf application there is a cominuous decrease in spentane-
ous network activity over the first minutes that causes o sita-
ble mhibition of network activity at 15 minutes from the be-
ginning of osAR application. Such inhibition remains stable
as long as osAR is present in the bath (Fig. 3A). Continuous
gpplication of osAffor 30 minreaches an inhibition of 66 £
16 %, which is similar to the inhibition reported earlier (Fig.
3B, compare with Fig. 2A). Because the network inhibition
remamed unchanged, as well as the level of activity in un-
treated shces (Fig. 3B), we decided 1o vse this time point for
quantified comparisons.

Ag e-Al o +Ap .
n 0.9-
pu
Q064

* 0.3

A ‘f‘\?ﬁ?_.g

40

| Power

30
0Tlm:':;n(mln]n
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(n\v*)

2
*

-Ap
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Fig. (3} Hippocampal spontanesus network adivity is stable
and rapidly reduced by osAfl A) Time cunse of the integrated
power obtmmed from the spontamcous nitwork sctivity in slices
exposed esther to 10 nM of osAR (light gray dismonds, n = 7) or
vehicle (dark gray circles, n = 6). B) Quantification of the sponts-
meous activity after 30 oun m the presence of cither oA or vehis
cle. The values of the mirgrated power are presented as the mean +
SEM: (") denotes 2 sigmficant difference relative io control with a
P <005,

In order to 1est the potency of osAf o reduce spontane-
ous network sctivity, we evaluated the effect of different
concentrations of esAR, added w the bath, on hippocampal
slices obtained from 8-12 weeks old animals (Fig 4). As
shown in Fie_ (4A) and ouantified in Fiz. (4B) and C: osAB

Ballegm Fapls ot ol

reduced, in a dose-dependent manner, hippocampal sponia-
neous population activity (Fig. 4), the inhibitory effects of
osAfl can be directly observed in the traces or in their come-
spondent power spectra (Fig. 4A). The averaged power spae-
ten (Fig. 4B). clearly show thm osAp induces a dose-
dependent reduction in the power of all frequencies compo-
nents recorded in our experimental conditons. When the
effect of different concentrations of osAfl are plotted as % of
inhibition of the integrated power (Fig 4C), a typical sigmoi-
dal dose-response relationship is obmined. From this dose-
response curve we observed ihai the smaller 0sAD concentra-
tions (0.01 and 0.1 nM) did not produce any significant of-
fect on spontaneous activity . In contrast, 1 nM and higher
concentrations produced significant inhibition in hippocam-
pal spontancous network sctivity that reaches a satursting
level ut the concentration of 10 nM. Fitting a logistic Hill
equation to this dose-response relationship reveals an 1Csy of
0.4 + 3.2 nM, a Hill coefficient close 1o ~1 ond a maximal
effect of 69 £ 14%.

In order to test if the effect of osAfl on spontancous nei-
work activity is affected by age, we evaluated the effect of
the saturating concentration of 0sAf 10 nM on hippocampal
slices obtained from animals si different sges. While control
spontancous hippocampal network activity i€ mamtained st
different ages, up o 32 werks of age, the inhibitory cffiect of
osAP on such activity increases with age (Fig. 5). Fig. (5A)
shows representative recordings, along with their i
power spectra, showing that at the 1® week of age osAP did
not affect the spontancous hippocampal nefwork au:livhz
(Fig. SA.B); a similar stuation was observed until the 6
week of age (Fig. SB). Stariing ai the next week (7 week of
age) osAP 1D nM produce a significant reduction in the inte-
grated spontancous network sctivity (57 + 20 %, Fig. SB);
such reduction remained significant with respect 1o control,
uwp W 32™ week of age (Fig. 5A) It s important 10 notice
that there was a tendency of the control spontancous actwork
activity to decrease during ape, but did not reach statistical
significance (Fig. SB).

To test if the lack of effect of esAP 10 aM on spontane-
ous network activity of the slices obtained from neonates is
due to a reduced sensitivity to the peptide, we used & higher
0sAfl concentration to determine if osAP would still inhibit
spontancous network activity in slices from neonates. While
slices from animals two weeks of sge were insensitive to
[OnM osAfl, 1000M osAR decreased spontancous network
activity 141 £ 13%; Fig. 6A). For purposes of comparison we
plotted the effiect of osAP at both concentrations and com-
pured with the sigmoidal curve obtained in the dose-response
from slices obtamed from older amimals {Fig. 6A).

Interestingly. hippocampal slices obmined from animals
during the first two wecks of sge exhibited spontancous
population spikes (Fig. 6B) [37, 32], which, in contrast to
spontancous “hackground ™ network activity, s almost abol-
ished by osAf 10 nM. The same osA concentration that did
not affect spomtancous “background™ network activity (10
nM), reduced the amplitude of the population spikes in 59 +
T % and in 49 £ 11 % after 30 and 60 min of osAfl applica-
tion, respectively. osAf 10 oM application also reduces the
Trequency of population spikes in 47 + 7% and in 79+ 7%
afier 30 and 60 min of osAR application, respectively; in
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Fig. (d). oxAfl alfect spontaneows petwork activity af low masemolar concentrations. A) Representabive reoondings and therr correspons
dent power specira of the hppocampal sportaneous network. aciivily m happocampal shoes oblamed from B 10 12 week old mice m combnol
conditions (black upper traces and and back power speciza) and after W mn of exposttson in osAf) at the diffeent concentradions (hght @y,
bower traces and fromt power specira) B) Mean poswer spectra form the sponbmecns nebwork activity m control condihons and afler 30 mon of
expasition o osAf al the differenl comcentrations. C) Concentrabion-response curve of the mhibiion of spontaneous nebwork activily after the
apphcabion of osAf at 0.01 (n=5) 0.1 (=85 | (n=a), 10 (m = 7) and 100 nM [n = &6). The values, plothed a3 % of mhiibion of the mle-
grated power, are precmbed as the meean &= SEM; () denotes 2 ssgmbicant difference relstive o controd with a P < 0005, The sgmoid carve
results from a sigmodal fimng of the dma

st week Bth week 32nd weak
A comipliieht e o

A Illlf Hﬂ J'IJ' W'If p Sni iy b Py
Ebi g ‘Ei.ns: E 105
S M Eoxl e
o | JIEAE i 0.35 | Eu.as-
T % 1w 20 a0 e 0 T @b 34 O 0 o 3 40
Fragueniy {Hz) Frequanay [H2) Fragdency {Hz)
B % 2.0
n o 1.6{
X
% 1.2
- ﬂB_
% Dlﬁ. y .-
2 % 778 12 16 20 24 % a2
Age (Weeks)

Fig. (5). vsAf-induced reduction of spontaneous network activity depends sn age. A) Ecpresentative recordmgs and their correspondent
power spectra of the heppocampal spontanesus network activity v hippocampal shices oblained from znimall ot different ages (as indicated) m
comtrod comdibons {black, apper traces and back power spectra) and after 30 mun of exposiion o usﬁ.ﬁ I aM (light gray, lower lreces and
from power spectra). B) Quantification of the spontanecus nevacork activity in control comditions (black circles) and afler 30 min of osAf
application (gray curcles) throvghoud age (1 week o= T, 2 weeks 0 =8, 3 weeks n=6; 7 weeks o= 6; B weeks o= 6; 10 weehen = 821
weeksm = 5: 32 weeks n = 9). The values of the ifegrated power are presenled as the mean + SEM; (*) denobes a significant difference (P <
0.05) relative both 10 control ol schivity at | week old and between contrel comdition at any given age.
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upgper paned (gray crcles). The Gied sigmoidal curve om the data in Figune 4C 15 presented for comparison purposes. The values, plsited as
%a of inkibation of the imtegrated power, are presented 3= the mean + SEM. B) Representative recordings of the population spikes reconded in
lppocampal slices ohixnal Friem neonabes 1o contrisl condiboms (upper Mack Eace) as well o5 after 30 man (meddle lght gray trace) or &0
min (lower dark gray tmce} of expasition to osAl 10 nbdl Lower graphs show the gquantification of the populaten spikes amplitnde, fre-
guency and hal feduration. The vabues ane presented as the mean + SEM: (™) denotes a significant difference relative b control with a < 0L05
and (**) for P <001 (#) denotes 2 significant difference relative 1o asA b 30 min with a p< (105,

contrast, osAfl did not affected population spikes half dura-
tion (Fig, 68).

Finally. in order to test for the cellular mechanisms -
derlying the reduction in sponEneous network activity in-
duced by osAf, we iesied the effeci of os AR 10 nM on boih
spantancous and miniature posisynapic poicntials (sPSP and
miPSP, respoctively). Recordings of such synaptic activity in
pyramidal CAl shown that bath application of osAfi 10 oM
redoces the frequency. bt not the amplitude, of both sPSPs
(Figz. TA) and mPSPs (Fig. TB), suggesting thal osAfB re-
duces synaptic sctivity by a presynaptic mechanism.

MSCUSSION

Here, we report that an oligomerized APy solution
(os4f) potently alters hippocampal spontancous nerwork
activity at clinically refevant concentrations. We also found
tha osAf-induced reduction of spontancous network activity
depends on zge and is not related to cell death. Interestinghy,
asAf seems to differentially affect particular types of hippo-
campal network activity, siee osAfl 10 nM was unable to
affect “background™ sponiancows network activity in slices
obizined from neonates whereas osAR 10 oM almost gbol-
ishad the paroxismal population spikes proper of that age
[37, 3&]). Finally, we show that the cs Af-induced reduction
in sponianeous network activity s due, at least in part, o a

reduction in synaptic activity. In view that the amyloid hy-
pothesis mdicates thai the soluble AR oligomers are respon-
sible for cognitive dysfunction [1, 39] and cognition come-
lates with the generation of certam rvpes of spontancons os-
cillarory activity [40-42], our findings suggest that the Af-
induced cognitive dysfunction correlaies with disiurbances in
the generation of spontancous netwerk activity in the aged
REppOCAMpiES.

O of the major findings of this study is that we demon-
strated thatr osAf-induces hippocampal network dysfunction
al concenirations (low nanemolar) very close io those found
in the brain of AD patients [1, 4, 5]. This finding may have
substantial relevance with respact to the clinical perspective
as the low nanomolar concenteation of A closely correlate
with the level of dememtia as well as with the severity of the
EEG aheration (“EEG-slowing™) in thise patients [43-4T]
Based on ithis cormrelation, we propose that AR oligomers alier
the spontaneous network activity of the hippocampus and
that swch alteration might be related with the carly impair-
ments in memary and leaming m AD L L]

As ihe brain becomes older, it beocomes sensitive ip sev-
eral msults; mclading the deleterious effects of Al Aging is
associated with specific impairments of hippocampal func-
tion, which is reflected m bearning and memory deficag (31,
48]. These deficits could be associated with the koess of sym-
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apti contacts [49], silencing of synapses [32, 50] or decrease
of sostsynaptic respomsiveness [51] (for review see [S2])
This is reflected in deficits in the gencration of long term
plasticity [31, 32, 53] as well as alverations in the generation
of certain spontaneous escillatory sctivities [33]. In our ex-
penmental conditions, the spontancous activity does not ap-
pear to be affected during postnaial development, at least
until the 32™ week of age. However, such spontancous activ-
ity becomes increasingly sensitive 10 osAP with age. Our
findings, which temporally comrclate with the beginning of
the cognitive deficiis observed in AD transgenic mice [7, 9,
54-58), suggest that in AD patients there is a coincident in-
crement in Afl concentration within an aged hippocampal

A sPsSP B mPSP
l Contral |
..Ja..L..L.J.U il AR § BN
_| 2 s
Al l Al l is
8
%ﬁ \ ..i.. :
§“‘ " : 2
P =
ol 3 . i
Control Ap Control Af

Amplitude (mV)
[ - ]

i;
Amplitude I:Vl
/ ; iK;

Control Ag

Fig. (Th esAf presinaptically reduce synaplic transmission. A)
Representative recordings of sponlaneous postsynapie  polentials
(sPSF) in control conditions (upper trace) and after application of
oAl 10 aM (lower trace; m = 11). The lower panel shows the quan=-
tification of the frequency (upper graph) and the amplitude (lower
graph) of the sPSP before and afler osAf 10 aM spplication. B)
Representative recondings of mimisture postsynaptic potemtials
(mi’'SF), m the presence of tetrodoloxm S00 nM, i control condi-
tions (upper trace} and after application of osAB 10 nM (lower
tracy o= T). The lower panel shows the quanti ficatson of the fre-
quency (upper graph) and the amplitude (lower graph) of the mPSP
before and after osAf 10 nM applscation. Dala are presented mdi-
vidhually (black circles) and the mean £ SEM 15 prosented a5 gry
circhess (*) denotes a dgmifican difference relative o controd with 2
P<DD5 o 5. denotes aot stgnificant dilference.

Curvent Alzheiaer Nescarch, 2000, Vol 7, Na. § 459

circuit that becomes vulnerable to the effect of this peptide
This may provide the switch betwesn normal sgng and
pathogenic conditions related to the beginning of AD [4. 26,
59].

It has been previously reported that AR u-llg,nm: can
induce newronal death [60-64], even @ concentrations very
closed to those used in our experiments [13]. For mstance,
Lambernt et al (1998) repored that AP oligomers 5 nM in-
duce 3 reduction in cell visbility if is applied for 24 hrs.
Thus, it was necessary to evaluste whether or not osAf-
induced reduction of sponfsneous network activity was re-
lated 10 neuronal death. Here we show that acute application
af osAf induces a reduction in spontaneous network sctivity
that is “reversible” and does noi correlate with any release of
LDH, suggesting that the described effects do not correlate
with cell death. We believe that AP oligomers can induce
cell damage after prolonged exposures in contrast to the
acule AR exposure that induces newronal network dysfunc-
tion by reversibly altering specific cellular mechanian [11].
This is supporiod by the same report by Lambert ef af,
(1998), which shows that 500 nM of Af} oligomers can
acutely disrapt long torm potemtiation in the hippocampus
without any neuronal death,

An interesting observation from the just described “re-
versibility” experiments is that after 30 min of osABwashout
the spontancous network activity not just recovered but in-
creased its power 1o higher levels than those recorded in con-
trol conditions. This Mndine supeests that the newromal net-
works that recovered from osAR-induced inhibition might
become hyperexcitable. This is supported by previons find-
ings of washout-induced hyperexcitability ofter the recover-
ing of the application of GABA [63-68], opioids sgonists
[69], nitric oxide [70-72] and sdenosine [T3]. It is possible
that such osAf-washouot-induced hyperexcitability play a
role in the gencration of the epilepric-lke activity odserved
in AD animal models [74-76] as well as in AD paticms (for
review see [73, 76].

It has been exiensively reported that during early posina-
1al age the spontancous network activity coexists with parox-
ismal population spikes. which eventually disappear as the
animal becomes older [37, 38]. Interestingly, we have found
that osAP differentially affect those network activity in the
same slices. Whereas spontaneous network activity is spared
afifer application of AP to slices obtained from neonates, the
population spikes produced in the same slices are almost
abolished by the same application. Similarly, a previous re-
pont has shown thai d-ammopyndine-mduced population
spikes are reduced in shices obiained from a transgenic model
of AN [77]. Despite the fact that population spikes might not
be related 1o any particular cognitive process but be neces-
sary for proper circuit writing [78], our observation support
the notion that AP oligomers differentially affect specific
network activities. This = 3 very mmporisnt issue because on
one hand the differential effeet of AP on several network
activities might give some hints about the cellular mecha-
nisms invelved in Af-induced network dysfunction and, on
the other hand, it might creste a false controversy regarding
the effect, or the shsence of effect, of AP on network activ-
ity & similar controversy is already in place for the efect, or
absence of effect. of AP on long term potentiation. which
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might just being cxplained by the diversity of eellular
mcchanisms imvolved in different types of long werm plastic-
ity [10, 13-18, 20, T2-82]. It will be very important, for the
firre pharmacological experiments, 1o idenify which popu-
lation sctivities are sffected by AP and moreover which of
those metwork activities is mvolved in the Af-mduced cogni-
tive impairment. For this purpase it is imponiant o0 correlate
the findings b vitre with more physiobogical spproaches. For
instance, we have wied, in the past, to correlate our findings
i vifre with I8 vive recordings of similar network activifies
[11]-

It i5 very likely that Af-induced pewronal network dys-
function is produced by the alicration of specific cellular
mechanisms mvolved in the generation of spontancous net-
work activity [1, 11]. One of these mechanisms seems o be
the hippocampal synaptic transmission. We have found thai
osAR, in our experimentsl conditions, can presinaptically
slter synaptie transmission. This finding correlates with pre-
vious works describing that AR disrupts synaptic transmis-
sion or is plasticity [12, 14, 83]. Interestingly, scveral smd-
ies in AD mouse models have ssggested that a reduction in
synaptic transmission occurs before any neuronal death and
plague formation and comrelated with the cognitive deficit
observed in these animals [T, 9, 54-36, 58]. Ii looks like thai
Al not just affect the synapses ai the functional level, but
can decrease presynaptic and postsynaptic moleculsr makers
and induce the reduction of both presymaptic terminals and
dendritic spimes [7, B4-91]

In comelusion, our study shows that scute application of
AR induees an age-dependent hippocampal nerwork diseup-
tion; such disroption occurs at clinically relevant concentra-
tinsns, is not related to cell death and correlates with a redue-
tion in synapiic mansmission. We beliewve thai our study pro-
vide a very robust model to stedy the cellulsr snd molecular
mechanizms involved n Af-mdoced cognitive deficits that
might be the source of the carly cognifive impairment of AD
paticnits.
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Beta-Amyloid Protein (25-35) Disrupts Hippocampal Network
Activity: Role of Fyn-Kinase

Fernando Pefia,'* Benito [}r’daz, Hugo Ba]]eza—Tapm, Ramon Bemal-?ednlza

Abraham ]\-[iirquez-R.amm,

ABSTRACT:  Early cognitive deficit characteristic of early Alzheimer's
disease seems jo be produced by the soluble forms of f-amyloid profein
Such defichl correlates with neunonal network dysfunction that
i reflected as alterations in the o wram of both Alzhed-
mer patients and tr rmurine models of such disease, Correspond-

v, recent stislies have demonstrated that chromle exposire to AP
a h ascillatory properiies. However, it is still unclear if
such mevronal metwork dysfunction resulis from a drect action of pAF
on tee circuil or il i secondary to the chronic presence
of the profein in the brain. Therefore, we aimed o e the effect of

acule expirire o JAP,, .. on hippocampal nel aﬂhrlh- Imd:h ln
rbnmdhmn,awﬂkumlmmuﬂsm.ﬁi
by, :I’hl.h spnn-

prmnnﬁ neurcns. We found that (AP _v:. revers:

I ation aclivity in vilro. Such effect is aol
duced by the inverse sequence PAPy, . and is reproduced by Ilneiuﬂ-

= AP . © ngly fAPis s, bul not the inverse
wﬂqmﬁlﬁ;, 2z, med uc:mmﬂﬂﬂa.llh activity recorded from the hi
campus in wvive. The PBAP.. j--induced tion in hippocampal
network activity correlates with a redwuction in spontaneous neuronal
activity and synaplic transmission, as well a5 with an inhibition in the
sbithreshold oscillations produced by [ feUrens in vilko,
Finally, we studied the involvement of Fynekinase on the AP .-
induced disruplion n hi network activity in vilmo. Inderests
ingly, we found that such ofi B nol observed B slices
obiamed from Fyn—i.rm:hm mice. In conclusion, owr dala suggest that
PAP acutely affects proper k function through a Fymsdepends.
el mechanism. We propose fhal mmmmiﬂ related 1o the
cognilive impairment observed, illu.ul:lnng early phases of
Alzheimer’s disease. g HHMY Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS:  Alrheimer's  disease; network  activity:  synaplic
tramsmission; nirinsic properiies; infracellular pathveays

INTRODUCTION

Alzheimers disease (AD) ix charscrerized by a progresive impairment
in cognitive function {Terry er al., 1991; Nowony et al., 2001; Selkoe,
2003; Pena et ll.. Eﬂﬁ} as well as |.13r the presEnce -nr extizce|lular agpEe-
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gaies of Bheillir beta amyploid protein (AP, Braak
and Braak, 1997: Sclkoe. 2003:; Pefa o al.. 2006).
There = ncreasing eviddence that early soluble form
of BAE raither than late tihnllar conformations, m:ighi
imterfere with neuronal nerwork funetion and there-
fare be EEPI:II‘HLI!]I’ for to the 1=:.rly deliciis i lﬂmmg
and memory observed in AD pavens (Lue e al,
1999; Maslund e al | 2000) as well a5 in mﬂ.l?llil:
AD ammal models (Haim ex al.. 1999 Moechars et al.,
1999; Giacchino et al., 200d; Mucke = al., 204k
Seephan et al | 2001).

Extracellular agpregates of BAF observed in AD
patienss, contzin  BAP in i most rmdﬁmjn:uj
sequences of BAP g or BAP i (Glenner and
Wong, 1984): however. they abo contain pepiides
'vntl: ll.'l:lFIEr' S (] SIJ.EI'I as 'Mlﬁ'—ﬂ-’i
(GESNEGAIIGLIM: Pike e al, 199% Hubo et al,
ll:lﬂl; Gruden et ;J_. mﬂ_ ﬂAPE__“ can be pro-
duced an AD L:liiim‘i: h_rr :uzrmal_rc dl::.!.:gu: af ﬂM‘._
4y b A8 l:l}'l:l.l:l)Pl'N:ll!‘ll: C-terminal (Kaneke e al | 30601
Gruden ex al, 2004). BAPg e, which wself forms
P-sheet structure (Pike ex al, 1995), produces similar
d&umﬂu&pru:lucaﬂhyihlnrm seqquence. Far
imstance, BAPg 55 induces newronal cefl death
(Yanlnser et 2l 1996); Pike et al, 1995), neurite arro-
Ph‘?‘ (Grace ei al_, 2002; Tohda = a1, 2004), !‘Jn‘ﬂ;lll‘il:
loss (Grace er al., 2002; Tohda e ol 2004), 2= well 2
llixru:]:Li.nn af s:rl:l.:.lﬂic Fl.ﬂlﬂ:l.l"l' 'FrEil: amd HEI.TDIL.
2003; Frear er al., 2003; Holscher ec al., 2007), and
memary (Maurice er al., 1996 Deoberte e al., 1997
Seepanschev e al., 17, Yamaguchi and Eawashima,
2008: Sun and Alkon, 200Z). in a smilar way
BAP 42 or BAP; 4 (Yamagpehi and Kawashima,
2008; Stepamichev er al., 2003, 2004). Previoudy, it
has been propesed that BAPg 4 constitutes the bio-
logically active fragment of BAP (Yankner et al,
1990; Marreon er al, 1992; Pike et al . 1995), and in
fact, a rooent repont showed that @ single intracerchro-
venericular njection of BAPMis3s indwed major
meuropathological signs related to ::ﬂ:w stages af
Alzhermers dmsease in rars (Klemennev er al, 2007).
Interestingly, ot has been reporeed thar BAPF 4.
which is more soluble and ezster o inject in vivo than
BAP s, isx miore rapidly wode and cuses more oxida-
tive damage than the parent peptide BAF, » (Vara-
darajan er al, 2001), herthermore, BAPss 35 does not
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form dense core :.n'.I}"Ln.i:l. plagues meghr et al., 2007). There
Fnrt, BAPJ.'E-"S oomstbes a veTy ieseful h:lul,_ |:F [proper wosnirre]
experiments are performed, to understand the pathophysiologs-
il evenis related with neuronal d}sl:unctiml inchuced b:r urluble
BAPR In this :tl.l:[].', we are going o use several :mrhi:l preytickes
(BAPss 45 the inverse peptide BAPys gy and BAP, ) at |
l.i.M of lex. We selecied these concentratons bnu.u.u. EYER
though n has been reported that soluble BAT mncenirations
both in AD patients (Kuso et 2., 1996 Klunk et al, 2005
Matsui et al., 2007; lkonomovic et al, 2008; Steinerman et al.,
EmﬂjandﬂﬂmnﬁEMmﬂthrJﬂEEEc
(Drewachier et al, 2000; Pasicd et al.. 2002 Lee e al.. 2004
Jankowsky et al., 2007), there are some seporis showing that
soluithile mq*ﬁ:iﬂmrmtﬂlminm ]:uliﬂ:lhann:ir]lhunx
dreds of nM (Shinkai et al.. 1997; Wang e al.. 1999; Fonte
ex al.. 2001) or even pM concensrations (Kuo et al, 1998
Paiton et al, 2006, for a review see Gr%l:u"v and Hi‘]li.l]]:ﬁ
2005: Bates er al.. 2008). The same scemario can be found in
the case of AD tramsgenic mice (Hsizo er al. 1996:; Lemere
ex al | 2001; Bayer ex al, 2003; Klunk e al | 2005%; Levites
ex al.. 2006 Abramowsks er al., Z008).

But. what are the ]:nd:np}lynnl-ngnj events prndumd by
Bﬁp thai bead to cngnutnt d]r:h.lnl:r.lm’ MNevrons do not I'I.Ll'll:!
fon i solation and u:g:m‘tum arises. from the zrtl:l.'rtr aof neural
networks, se the origin of BAP-induced cognitive dysfuncrion
rmutlxl‘m;ud:jl‘llzhu:mﬂduﬂmlmﬂhﬂ]mprn'm
newronzal nerwork function (Pefia er al . 2006; Small, 2008)
For insmnce, it has been copgested that BAF affects long-verm
potentation (LTT) in vivo and in vitro (Lambert et al . 199%8;
Slqﬂnu et al, FO01; Walsh et al | 20032; Wmﬁ et al, Pldda b
Rowan er al . 2004. 2007). However. there are reports showing
that BAP deses mor affecy LTT [Fazjohn er al., 2001) or even
incoezses it (W et al , 1995; Parent =t al, 1999 'nlx et al,
202: Kowdinor and Bereeow, 2004). Thexe controverszal fned-
ings ncacare thar BAP-induced cogninve dysfuncoon mighe be
amoczated with ather nevmonal petwork mecBanims (Sum and
Alkon, 200%; Pefia er al.. 2006 Dover er al., 2007 Cacucc
ex al., 204E),

'Dsaﬂ.a.tl:mr nefwork i.l:n'nt:r Fri.rtl.cu].zl:l" the one Flmilul:ﬂ:l i
the hlPPuﬂmFlus ﬂm.lhul:r:mpﬂrt:.nf Fnrcnsnﬂ:wz fumae-
nons (Buzsaki, 1989, 2002 EKshana ex al., 1999, 2001; Buorsaki
and Dn.guhn, I’I:I:I-i]. Such mherent cimuit Il:wrl]r OEay codisits
tute an nl]:!ﬂ':.l:iunaLmu ll’l:l:]:rl:wid.ﬂ:.h:mp-uﬂl frame for cell
assernblly Formation and information precessing (Traub e al.,
19F); Engel et al, 2001; Hames ex al, 2003 Buzaki and
Draguhn, 2004). Interestingly, 2 disruption of osallamry net-
work scrvity has been detected inm the EEG of AD patients
(Hughes et al, 198%; Scheeiter-Gasser et al., 19%4; LAl et al.,
1996; Nobili ex al.. 199%; Kowabks et al.. 2001) and transgenic
AD amimals (Wang et al., 2002). Accordingly, Sun and Alkon
(2002) have shown that intracensbroventricalar application af
BAPe o in rafs, which impaired learning and memaory 3 days
after imjechion. was assocated with a Filure of hippocampal
necurons 0 produce membane potential esallatons upen -
bachol application in vitro, More vecensly, it has been shown
that transgenic mice that overproduce BAF show disrugrted hip-

pncmlruJ ﬂlﬁiﬂil.‘nl’" acuvity (Doover et al, 2007) and alzered
hring of place cells (Cacuced ez al | 2008). Although these sisd-
ies correlate chronic exposure to BAP with hippocampal net-
wurk d:y:ﬁ.ml:lium, it i stll wnclexr f such h.iwunml:l:ll d):-
hamction resulis from 2 direct action of BAP on the newronal
circuit or i it is 3 sseondary consequence of chronie exposure
mhnrﬂzdhﬂﬂﬂkﬂlnﬂﬁﬁudp',“ﬁnuimqu
whether or not acuie BAP application affects the mirnsic owdile
latory actvity of the hippocampus bath in vitro and in vive, as
well as soome indnnsic cellular activities sssociated with such os-
cillatory actvity: As indwcated eadier, moss of the EXperiments
where performed wsing PAPsc g, however, we abo wsed the
nmﬁ:‘iﬁuﬂl}',i:ﬂiﬁrﬁaﬂﬂupt tul:rplon: the molecular
mechanisms involved in BAP-induced hippocampal  dysfunc-
tom, we tested whether or noe the effecrs of BAP were observed
i l:ippuﬂmpﬂl slices obtained from F:Fu-}mchuu mice. r}-u
is a2 member of the Src nyrosine kinase Family thar & expressed
in the brmin (Yag e al. 1993, 1994 Umcmor e a2l 1999),
bust 1% 1 rl'ym'crctprﬂjrdi.rlﬂ:lz brain of A patients
(Shirazi and Wood, 1993; Ho e al.. 2005). Interesmingly, Fyn-
kinase seems o be involved in BAP-induced neurodegeneration
[Lamberi e al, 1998; Kihaa et al, 2001; Clan a al | 2004,
2005); microglial acsivaiion (Moore et al., 2002 and newronal
Arc mduction (Chin ex al.. 2005%).

MATERIALS AND METHODS

Experimennl promenle were approved by The Loml Com-
muteee of Ethics on Animal Experimentation (CICUAL-Cinves-
) and followed dhe regulations etablished in the Mexican
OfBeial Morm for the Use and Care of Lah:r;lnry Animals
"MNorma Oficial Mexicana™ NOM-062-ZO0- 199, Animals
meed in this !‘l‘le}’ inclieded Wisar s (B=10 wreks ald for
Pupuhliqn recordings amd 2=3 weels old for parh damping
and epifluorescence). We aleo used Swism Webste: mice, and
wi|.r.|-rrﬂ:n: ] F;ru-]inur_li:uu.t mice ﬂum ihe LEﬁS'GIEmJ sirain
which were kindly provided by Dra. Chadia Gonziler Espi-
nosz. Mice were 8=10 weeks obd, All animals wese housed ar
22°C and mainined on a 12:12-h ligho/dark cyde with free
screns to food and warer.

Preparation of fAP:c ;; Selution and
Characterization of Its Conformabon
Composition

All BA peptides were abtained from Sigma (Spma-RBL 5t
Loumss, MO} and I'f.'nhl:.' diszolved in distilled wzier ac 1,000
fimes concentrated stocks. To uplurz the amformaion
sition of the most commanly vsed salution, BAF. . 1 mM,
we charactered such solution by standard SDSPAGE dectro-
phoresis followed by silver simiing (Vilchis-lamderos e al.,
2001). We also characterized the solution by transminion dec-
tromic micrascopy. For that purpose, § pl of the stack solution
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wis adsorbed onm Formvar-crbons-mated jt_'ﬂmuh Cupgeer
!;t;ﬂ: and dined. Then the IIFEPHI]['_HJD was stamned wiil m—arry:!
acetate and examined wsing a JEOL JEM1010 electron micme-
senpe at 0 kW

In Vitro Experiments

[hetails of the hippocampal dice preparasion have bherm previ-
ously described (Penia and Tapiz, 2000; Pena and Alaver-Peres,
2006). The meost important steps ane summarized here. Ami-
mals were anesthetized with sodium peniobarbital (53 mg/Kg)
and perfused transcardially with cold modified anificial cerebm-
:pi'.lul fuid (malCSF) with the following composition (in mM):
238 wicrose, 3 KCOL 25 MgCle, 25 NaHCDy, aind 30 Degle-
cose, pH 7.4, and bubbled with carbogen (95% O and 5%
CO,). After 2 maximum of 1.5 min of manscardial perfusion,
animzls were decapitazed, and the brains wene removed and dis-
mored in ice-culd arthcial cerebwospinal Huid (2CSF) contain-
ing the following (in mM): 119 NaCl, 3 KCL 1.5 GaCls, |
MgCly, 25 NaHCOy, and 30 pegluoose, pH 7.4 One ceschral
hemisphere was mownied onto maprlﬂmiwilh a 307 inck-
mation. Shees (350400 pm thick), centaining the hippocmpal
I'mu.tlnn were cut with a vibratome ["lr lu:lu:n; i Lul.u.'l
MEF:I_ e werne left o CECOWVED, A Foaam femperaiine, for at
least 0 min, before any experimental manipulation.

Popuilation recordings

For these experiments, performed on sbees obained from
nh;;nl]:]lst::jusmtmﬁ,&zﬂim“mn:nﬁznulmauﬂr
merged recording chamber conunuously superfused ar 17-20
mlimin with oxygenated aCSF. The temperature was kept con-
stant at 20 + 2°C Fyiacellular Geld ru:l.ulimgs'm:n: obizined
with suction electrodes hlled with aC5F and pesitioned over
the pyramidal h;!rufﬁlh:ippnumpa]:mf_ﬂ.m:i;nﬂ
was amplified and fGlieed (hghpas, 05 He lowpass, 1.5
KHz) waih a waderband AC .amp]iEgr (Gras  [nstrumeents,
Qﬁqhﬂ].ﬂﬂmmmﬂiﬂ;hﬂluﬁﬁtyhﬁﬂmt&
active amploid peptide BAP g g was adde] o the bth pesfior
sion, 3t the concentration of 0.5 pM and s effect was oested
for 30 min after that. them BAF:s 35 concentration was
in:rujedtnl]ﬂdﬂn!ihcﬁcﬂlmtﬂtedfnrmdwm
mun. We wsed the higher coneentation ufﬂa‘qP;Hr, 1 phd for
the experiments in slices obtained from  mice.
Firally, we added Cd*™ 200 pbd, to the bath, to block synaptic
mumininn-ilq:ln:d-m activry and subsequentdy added lide-
caine | mM to block action potenual-dependent acriviry, We
m]ﬂtﬂmafnﬁaﬂ:cmmqumﬂﬁpﬁ_ﬁ

I M or the full-length peptide BAPj—2 0.5 uM, using the
mme protocol as described for BAP:s 45 To asses synapeic
transmisson with anul:uann recorndings, fcdd samulation was
i.PPLIﬂ:I. wiih a concenirc IliPD];I.I’ l'lal:trnde,. EIIE!‘I.II.‘iI" 50 Hm
diameter at the np, pheed in the stramum adizum w© activare
the Schaffer collatersl mput o CAL, whach EH-]I:IEIEL'E with
orthodromic or rpuli:_ujll}r doven population gjﬁku_ Pairead
hziet square current  pulses (100=-200 ps, 0.05 Hz) were
applied, amd rln-m'ul.ly, the stimules intensity was fxed at half

Hippoitingus

the maximal ihreshold siimulation, which was determined in
each El:EEr_irm:nt, so that i each sei Drc:'m'nncnlx, the same
pﬁﬂinﬂu”ﬂplﬁmmd[?ﬂ-ﬂﬂil..zmz].ni::ﬁmur
]u:ms&rmducnﬂrumdpuix&dh“mmﬂzmnﬂu]
condition and was not dnn!'ed throughout the duration of the
experiment. Paired pube stimulations were given ar 50 ms of
interstimulus intervals.

Unicellular recondings

Whole cell patche-clamp recordings wene obtined from CAl
d.'mu]l 1B amplifier (Axon Instrumentr, Foster Ciry, CA) and a
Momarky-DIC equipped micrscope (Eclipse EGDOFN; Nikon,
Melville, NY). The parch elecrrodes (4=8 ML) were rranubac-
wred from Alamented borssilicare glass twhes [(Clarke GC
150TF) and filled with 2 soluson Coritalnng, the 'I'D]].W'II:I.S_ [in
mM): 120 K-ghoonic acd, 20 KCl, 1 CaCl, - 6H,0, 10
EGTA, 2 MgCl: - 6H:0, 4 NaATR | LIGTE and 10
HEPES. This pipetie soluton resulied in small LJP (<3mV).
wiach was oof comected n this sindy. Neurons were main-
tained 10 curremt :limpmnfﬂm:i.m at their resting mem-
brane llmtlij., anuld squmpulmurhuﬂn d:lmlu::un.s:nrl
}'l'l"l:tl‘l:!:lli.l‘l]’.l’.]’l! current |1 l] were delivered 1o ldll'll‘.l.‘F,' the
neuronal type recorded, as well & to evoke trains of action
potentials or to measure any change in input resistance during
the experimental conditions. All neurons incuded in this sudy
miﬂmtbﬁedur@ah:q:dﬁng,mm]ihdrp}nmidﬂm—
mmh::q:mmufmmm.“abnippﬂi:dmm
depolanring direce current o reach 2 subdhrechold level under
which inerinsic membrane potentdal oscillacions  could be
observed. In some experiments, neurons were just maintained
at ther rﬂtugmﬂ'ubmnepntzntizlh:ﬂtﬂfd&nmqmnm
symaptic potentials, Bocl subihreshold osdllations, input resist-
chest PAPys 45 was acdded 05 the bath perfisdon aid wited s
effect for 15 min.

Calcivm imaging

Rat hippocampal slices were incubated ar room temperature,
inthed.:rﬂ,ﬁ:r}ﬂ-jﬂnﬁnimth:pmmnflﬂ M Huo
4=AM (Tt Labs, Ausiin, TX) and (3% pluronic 2c0d m aCSF
exquilibrated with cirbogen (Carrllo-Besd et al. 2008). Then,
shces were transferred and immebilized. with a oylon mesh,
ilmaplrﬁuiundmbﬂﬂn:mjmpe:ﬂ;pmimmapi-
Huprecence system  (Eclipse  EGOOFN: Nikon, Melville, NY).
Slices were continuousty perfised with aCSF equilibrated with
carbogen ar 30-32°C. Exawmton at 488 nm was performed
with a2 Lambda LS luminaror (Surter mssroments, MNovam
CA). Images were acquined with a cooled d.ts[tll camera (Caol-
SNAP-ES, Roper Schestific, Thacuns, AZ). inuging sofcware
wed was RS Image (Photomerrics; Roper Scentihic, Ticson,
AFY The i:m:lgﬂ]ﬁcld.mﬂm ® 600 pm in siee. Short mov-
iu“ﬁﬂx-ﬁﬂjﬂw_fuuhn;gﬁp:rmmﬂ-mhhu
at time intervals of 10 min daring 1 h. Cells active during the

-209 -



AMYLOID DSRUFPTS HIPPOCAMPAL NETWORK FUNCTION INVOLVING FYN-KINASE Bl

Im Vivo Experiments

For these expenments, B weebs old mess were anestheszed
with ketamine (100 mglkg, i.p.) and xylazdne (20 mgfhg Lp.)
and implanted with a bipolar smnless steel elecerode [Cali-
fornia Fne Wires), in the nght CAl radial layer of the dorsal
hippocampus (coocdinates AR —3.6; ML, 26: and [V, 31)
and a guiding cmnula above the oght venidcle (AR —0.7;
ML, Z; and DV, 3.5; according 1o Pranos and Wamon 1998)
l.I.lLI!E standand  stereotaxic Prur:n]:.l.n:. The decmde was
arached to male connecror pins, which wene ieerted ino a
allactory bulb o srve as a reference electrcle. All the mhl}-
was fixed o the skull with dental acrylic and the animals were
:]Luwuibulmwnﬁ:[?dl}}'tﬁ]mm.rhﬂmtbnsp.nﬂn
day 7, animals were anesthetized with urethane (1.3 g/Kg ip)
m&hu_ppu:m;ﬂlﬁ:ldrnmﬂlmpmuhﬂlmﬂmﬂnsﬂunm
:.mg:].iﬁn:ﬁun conditzons as for the I witro r:'mjﬂiug;l. Theia
ﬂrythmtmdi:iﬂdupmmw:timwﬂlﬁmmmﬁnmguf:
I].il]:ll-:l'lf_l:l Prmlucuihrzplalkqu:?mitﬁunm[nﬂﬂuhﬂl
cm from i base. A rail pinch, laming 75 5, was applied exch
10-=20 min for at lease 1 b in conteel conditions. Then cther
BAPzs 35 or BAP3s 25 (200 nmoles!5 pl) was injected intraces-
ebroventriculardy (i.cv. ar 1 plfmin), by inroducing an injecor
Iluuugl:l the guide cannula which was connected to a2 Hamilion
syringe (Hamilwen Company), mounted on dual perfusion
pump {Harvard Appamtus Co. Mass). The effect of PA pepti-
dﬂwummﬂﬂuﬂifv::tlmt}h.kﬂ:::nﬂufﬂﬂhﬁpﬂﬂr
campal field revordings, all animals were processed for hiszolog-
il:llnﬂinmul‘ﬂucmd:mﬂﬂuglﬂtumuhfﬂ:ﬁ:anﬂ
Tapia, 1999, 200d; Carmona-Aparicio et al, 2007). The
murdinsﬂmwuﬁnn]]ymﬁ:m:dmhchnmﬂin:hr]ﬁpr
pmmpalﬂmuz:ndﬂ:einiﬂrﬁm:ilrtnh:lﬂﬂn:dinﬂt
right ventricle.

Data Analysis
Electrophysiological recordings

a pﬂ‘mrul enmputer with an acquisifisn sysierm from Marinnal
Tnsirurmenis Ez\.u.n:n,mhymmgl:mimu made  sofifware
designed in the LabView environmenr (Lemus-dguilar et al,
26). The recondings obtained were analyred off-line. It i
imrﬂrﬁntmrmntmﬂutma}mrsrmﬂrdmsﬁzpﬂ
rrnurl:l;u.!;l., wie Pcrrnrn'll_-d. fa ] tﬂ:ﬂufma']:ﬂi!, di_il_iil']:!]“]’
spectrum analysie (Pefia and Abovez-Pérez, 2006) and waveler
limz-l:mqm analysis [Romey-Ferera e al | 2008). For class:-
ﬁ]li-uw:rspmuman;ﬂ}n, mgmmllufﬁ:munl]ﬁrd
using a Rapid Fourier Transform Algorithm with a Hamming
window C!;.mg:lﬁ[ (Molecular Devaces). The poweEr specira,
from 1 o 60 Hz, were integrated and nocmalized o conzol,
meaning that control power spectrum was integraied and ihis
valie was arEtm'i.l}- et as 100%. For tun:-ﬁu.luﬂw:r Jrulynl.
segmenes of 2=-3 s were analyzed, wsing the Mordes waveler ba-

ﬁmmﬁ;ﬂmﬂuatﬁmﬁquﬂymm

(TER), in which the energy or “intensioy™ of exch frequency, ar
any given time, is represented by a color scale: the lowest inten-
n‘l}ri.tnq:lmmtrd.b:rbruwnmd.:h: haghes invenscy is repre-
sented by white [Romcy-Pereira et al., 2008). The daaa
a black-and-white TFR image. Binasizton is mmpli:hd by
uming Chsu’s thresholding method (Otsa. 197%. TFR image
hinarzation convert a continuous TFR into 3 =1 matrix, w]l::rz
the main u:u:l.ll::nq CVEnLS are }nghlr.d:lﬂl All the

and procedures. written for MATlab, were downloaded from the
free access website hopeffwww_neuroimage usp br/BPTY.

In the case of synaptic transmission experiments, we analyzed
'H'Edil;mfﬂll.u’"t "Wzntl:gm:l the evoked i'zlri]:luttnlulslu
a minute (from a toral of 3) and mezsured H:ra.rnp]imd:nf
the Arst population spike (31) in uunlmnl condition, zter
BAPrs 35 :Pplunm and apon washour. Ful“ faeilita-
tion [PPF) & expressed as the ratio S2/S1. wﬂ'u:r: 82 is the
amphinde of the seonnd held potenial and Sl the ampliiude
of the firse one (Pena ex al. 2002). Spontancous postsynapric
potential (PSP} wene identibed and a.ul}'uﬂ with cistom
made programs written in IGOR Pro (WineMetno, lake
Oswegn. OR). We @leulated sPSP frequency and amplitude
dussiing 100 anin el xned afier PAPs ye applicarins.

Subthreshold mallasons, evoked in pyramidal neurons by
inj:cl;us D corrent :I.q:u[::ri:! the membrane Put:r:‘h:]
tear threshodd level, mz;nﬂl}'mdmingdm;:lmtrfpu:l:mm
analysis exactly as wsed b spontancous population activty. In
ﬁmﬁtn‘dﬂﬂmn‘mﬂkﬂ]tmnm those were
identified and analyaed with custom made Pregrims wittien in
IGOR Pro (WaveMesrics, Lake Oswego, OR), as reported
before (Pefia and Raminer, 2002; I:.'F.:laTmupctl:. et al,
2008). The Enrquml:r of evoked action potentials was evalumted
E‘um ﬁ\m CoMmECuiTee |:l.|]m Fu.r each newran. In aﬂl:l.il:;ur;l, we
evaluaied the :.il.:.Fi:Ltan andex 1:|f the actien ?nlmﬁaﬂs. in the
train wsing the following formuola- PP, with P2 being the
pm-ﬂm&mhﬂmmmpmhmﬂtmmmd
P1 being the period berween the fimt two action povensials in

the train. An index 1 represents Frzqmuq.' adaptation.

Image analysis

Image procesung was curried our wath Image | (v1.36,
MNational Instituies of Hﬂlﬂ:l! and custom made programs write
ten m [DL [(Carnllo-Rewd et al., 2008). All aciave neurons mna
held were :Eln;-ﬂuhi:lm:l;l::]l]r Himh.ﬁa!._ and ther mean 'Huul'ur
ceoe was measured a5 a Fund:il.m nrtinr_ Shig]zl:-_xﬂ none
was discarded wming 2 5-pixel ramio mean filter. Calcium-
dependent Huorescence signals were compuied as (2 — Fo)iTo,
where Fi is the fluorescence iumﬁtj'a.tin)’ﬁme, and Fo s
the resting Huorescence, Le. average Huorescence of the firs
foer frames of the mowe. Clllil.l.l‘ll_\iﬂlﬂjj were detected based
on a lhrull.o]d.v:hllp‘l’m b:p' their firt time derivacive (1.5
tmes the siandard devaation (S1) of the noise value). Thos, we
obiained a € X Fhwymti:mflq:mhthm‘h
of acve cells and F the number of frames for each manvie.
.REI:DI'I{II'ISI WETE irﬂ'[:le:l:ul mm.u“v in remove Jnif:l:i_t and

HiudokCharies
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dow cldum tamsients which ase rﬂ:d:r o |:|:rrr=|1:n:|n|:|. ter g;lla.]
cells (Tkegaya er al, 2004, 200%: Kerr e al. 2005: Carrillo-
Reid ex al., 2008). Afier dehning 2l newonal-like cldum tan-
gients, we quangified both the number of acive neurons and

the number of neursnal-like mlcium transenis per mearon.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean T sandard error of mean
(SEM) (= 2= 5). To i.na]:rtz ]:urulnztril: daia, winch was wery
rare. repeated measures of analysis of vamance (ANOVA) fol-
lowed by Tukeys test or Sindent’s ftest was wsed. " When deal-
ing with nonparametric data, which was in most of the cses,
]'.'nuk:]rW:]Lleu.tﬁjllmt]i)}-Duunr: tesz was o A P < 0005

RESULTS

Exiracellular pug:uhl:inn l'm:ll’l.lil!lg!— of ihe ]ll:j:]:l:us.rnpl] CAl
region revealed sponmnecus low-vologe nerwork activity in
vizro (Fig. 1A Lett upper trace). Power spectrum analysis (Fig.
1A, nght upper graph), a= well a5 waveler anadyns (Fig. LA,
middle upper graphs), showed that sch spontaneous netwerk
I to 60 Hz (with peak-power frequency at 83 £ LB Hz n =
10; Fig: 1A). Waveler amalysis shows no susmined oscllaory
activity, but the seccesion of spow of activity with varable fre-
quencies (Fig. 1A, middle upper graphs). The ahsener of sus-
tained wscillatory acavity was conbrmed by autoconelaon
analysis, which shows 2 Hat autoosrrelation function (data not
shown). Bath application af FFH.]I':E' dimsolved BAP;s sz inbhibats,
in 2 dose-dependent manner (0.5 and 1.0 pM), such spentane-
ous hippocampal network aciviny:. BAP-indusced reduction
hipporampal population acwviey can be observed directly From
il ismes ':TJE 1A, umlalle soml howes lede tnames) o oo ilee
power specera obuained from those traces (Fig. 1A, middle and
lower right graphs). Such reduction Gnnot be casily seen by
directly comparing individual ame-hrequency representations
singe, for amy gven data set, the color representation changes,
mmﬁgﬂlﬂ&hrﬁcﬂ]tﬂmnﬁdﬂiuﬁﬁchﬂﬂlmﬂlﬁgﬁﬁt
intensity in each trace. Similacdy, binary time-frequency repre-
sentation (BTFR) changes the scale to 0 (lowess; black) and 1
(highest. white) in cach wace. Thesefore, o avoid this problem,
we m‘mpi]n:l all the traces into one (fo mainsain the sme color
scale for all of them) and then a dear rediction in INEETSITY IS
soen alfter application of both concentrations of BAFs_ss (Fig.
1B). BAI'g 35 500 oM si_p'li.l"lc:.reﬂ}' reduced the imkegrated
power o 74.8 = 10.6% of cantrmo (Frg. 1C; » = 10), whereas
Pe:]: fn:q:l.l.zm:y remained !I.II:I.EIE.ELFd (97 = 22 Hr, a = 10).
Increxcing the concemtration of BAFg 55 further o 1 phd
reduced the power of population activity w 56.1 * B.89% of
control (Fig. 1C; o = 10), whereas peak fegquency remained
u.ud:la.r@.-:l (36 = 1.8 Hz n = 10). Interestingly. subsequent
application of 200 pM C&* did not produce any additonal

Hippocamigus

decrement in ihe power of Fulln.ll.a:li.uu Il:rvity {4'5.5 e 2 ”...,:Hh
of contral: Fym. 1A=C: o = 10). It ks imporane o mention
that 200 pM Cd™*, tested in an independent set of dices (a =
), prndm:ﬂl a reducsion in populaton aceivity power o 56.82
= 15.34% of control. Finally, addition of bdocine I mM, m
the hath perfusion, aboliched all sponean eous F-upul:.l:i-un 2tV
ity (power reduction to 7.5 = 12% of control; Fige. 1A= o
= 10}, Ir iz impostans to memrton that the charcrermten of
the freshly prepared BATsg s solution used for these expen-
mm]ﬂfnrmﬁlufth:rﬂlﬂuﬂ, rc\'::].lim_irtllrzur
menomess and aggregates that can been seen in the ¢

resis gel as well 25 in the electronic micrograph inseried in Figr
ure IC It is imporant to mention that the gel insered was
the only one in which we wese able to observe monomeric
farems -uE HAPM‘ in the other Er: :tt:mrts. we observed |‘I.III
the band that corresponds to the agpregated form of FEAPss s
k i.l]illzl:rllut tll.e.a.ggreplrﬂ ];Imi:.innl:nm’vnli.n'ﬂl: Eelmrm-
sponds o the protein aggrepames obeerved in the elecrromic
micrograph (Fig. 1C).

To strenpgrhen the Andings obwerved with BAPys 45, we per-
formed sveral control experiments. In the first one (Fig. 2A4),
we found that bath application of the inverse sequence BAT5g 45
1 pM did no alter populstion sctivity in the hippocampus (Fig.
24 left traces). Meither the TFR (Fig. 2A middle graphs) nor che
power spectra (Fig. 2A night graphs) showed differences before
and afier application of AP g | pM. In the presence of the
inverse sequence BAPg o | g0, the integrated powes spectrum
remained in 1109 = 11.2% of contral (Fig- 2I%; » = 7). with
a Pﬂkfmqm:r of 798 £ 21 H: {compared wath 1L15 =
23 Hr in comtral: # = 7). In a second eontral experiment
(Fig- 2B), we found that the elffect produced by BAPss g5
05 pM (Fig. 2B middle trace) can be reversed upon washout
(Fig. 2B lower trace). As reported in Fagure 1, BAPss g
0.5 pM reduced hippocampal population activity as observed
m the tace (Fg. 1B, middle tace) as well a5 either in the
binarized TFR (Fig. 1B, middle graph) or in the power spec-
o wlstazoe] Gome dese aes ﬂ._JE 0, IJ-ELII y‘l.lllj_ Lasica
estingly, after 30 min of washou, spomnesus hippocampal
pepulation activity met onaly recovered but increased beyond
control conditions (Fig- 2B lower vrace and graphs). In fact,
integrated power spectnum increased to 31164 T 43.22% of
control [FIE_ .:LD; = G}. Flu:ll]', in a thisd contmal ﬂ{zrr.mcm
(Fig. 2B), we found that the full-lengsh pepude BAP;
05 uM (Fig 2C middle trace) reduced hippocampal populs-
tion activity in a very similar manner w BAPss s (k. Fig. 2C
with Figs. 1A and JB). BAP_;, 0.5 pM reduced hippocampal
popubaiion activity as observed 1 the tace (Rg 20 muddle
trace)] as well as cither in the binarmed TFR (Fig. 2C, middle
ﬁ:h}urinﬂlpm obtamed ffom those oaces
{Fg. }.C. I.'i:!']lt gﬂPh:- .ﬁ.l \!‘il:l'l. B.l‘.pji_ﬁ;, '\I“]'I-E'l'.l EA.P|_.1 i.!
washed ouri lfmn:.rmu |'|.i|:1:uu:lmpi|.| pupulxtl.m1 ]Eriuil:r oo
only recovered bur increaced beyond comtrol conditions (Fag. 2CC
lower race and Eﬁ.pl‘u,'l I E.l:l, i:nll;:glzlu] power specirim
inereased ro 235.65 £ 71.58% of concerol (Fig. 20 n = 8).

To explore the physiological relevance of the effect of
BAPrs 35 on the hippocampal activery observed m vicro, we
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FIGURE 1L PAP,, .. affecs sponinesns popalaton aoivity
in the hippocampal CAl region. In all cases, traces on the left are
e reonrdi af sponiansons popolation aobiviiy from

CAl - m for all rccordings. Middlc graphs arc
time-frequency represeniations (TFR) obained direcly from wave-
ler amalysis (left) amd afier TFR binarizaien (bBTFR, ri*fll]. Tha
upper right power specorum fred), oorresponding 1o the ool
rmrdlng.i:prmdni.p'mﬁ:miu the other graphs for
mparison purpases, the power s of the carrespanding
Iv:&rcinrdlnpu:bornnpm frcqlltncgrnhhul'l::ﬂm:
scle as the freguency axis of the aseociated TFR. {A) BAP., ..
affeces sponaneons popualation activity in a dose | mans
ner. Upper left recording, and correspanding graphs were ohiined
in control conditions. The middle and lower traces. snd corre-
sponding graphs, show the AT, ,.-induced reduction of sponta-
neous population activicy ax 0.5 and 1 pM. ropecivdy. Upper
n‘glli imaces, and mlmpnn:l.i.r!, pa-phl. show pu»p-i.ﬂ.n.linn ]:niplmn

studied the efect of intracerchsoventricular application of both
BAF ¢ 45 and BAFs 55, 200 nmodes, on rhythmic thera oscl-
lations induced by sensory stimulation in urethane-anesthetized
rars (Fag. 3). Under urethane amesthesia, hippocampal locl
fuelc] F:IIEI’JI:ij] showed sponianenns dow wave al:li'l'iqr ﬂ:ig_ 3A)
il'l. II'LE |]'¥E|'.=
range, Upon sensory siumulaion (@l Fll.'ld'l:l- The w.m'P-umJ
dynamics of such activity can be ohserved either in the traces

or in the binarmed TFRs (Fig. 3A). Power specerum obained

II'I.” Sw'iliﬂtd i.l']ll.'l ll'l:lv'lhl'l'lil: IJSI:‘IJJII'DIT' m:i'll'il'!'.

B3
+ CdCl, 200 LM

+ Lidocaing 1 mM

T Rt

Frogesp Ho

Frogucy Fid

Trna (ser|

[Power160Hz ©)
(% of control)
5 & B

L
BAP 25.35

cumpal acEvity after subsequent al.ll.l:'.E.I-Dﬂ Cd** 200 gM and then

lidoczine 1 mM. Noie thar Cd°' does moi e addirional
redwction to that achieved I:n' PAP s s and I lnlm:ul:.e abal-
ishes spontancoms aqtiviry.  {EB) Lnnpu.limn of all
traces, to maintain the same inrensity scale for all of them, shows
the reduction in the inensity of spontanesus activiry after applica-
tinn of (AP, .. end subsequen: rl?mﬂ.lm application. Quonrificas
unan of the expariments just described is preented in (C) (v =
10). The values of the inegrated power are indicated as the mean
= SEM: (") dicnoses a s diffcrence (P < 0u05) rclative 10
contrel. Inserted im {C) is am elecorophoresis gel showing thas
freshly dissolved 4P, ., solotion already coniains both monos
mers (m) and aggregaies (a) and an ebecivonic micrograph showing

d:ld:puunv: . Bar scale represenis 50 mm. [Color higare
nnhe'viewad'm:hganluuluuﬁiikhunuhble ar www,

imrerscience wiley. com. |

of stable sersorial-induced thera rhysthm showed a pesk bre-
quency of 3.2 £ 02 Hz (m = 8). Such osclbrory acriviry
recorded in vivo is altered upon intracerebroventricular injec-
ton of BAPis s In the presence of BAPig 4. the tail pinch-
imlLH:Ed l“il:d'l Fl'l:lm 5!0“’ rh}‘i}lm JEIJ.'I.‘iI"r o I'J'JEE r|:|:|-1]'ll1:| was
mraimtained [Fis. 3A). however, theta rthythm recorded under
th:lE \‘.‘I:ll.‘ll.‘LIIII:IL‘I:i Sh“\'fd. [E‘Il-“;:ll Iﬁm[mr;l “ﬂ"lll.t\-_ Jl‘ld md“n_'d
power (Fig. 34). A sttistically signibcamt redection in the
power of theta cscillanion was observerd (o 788 = 4.7% of

Hippopryps
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FIGURE 2. [APss sseinduced inhibision of hippocompal spons  traces nor in

mneons population acivity & reversible, mot reproduced by the
reverse peptids AP, . and reproduced by the full lengrh pepride
EAP, ;. In all mees traces, an the lefi are represenmaiive records
imgs of sponmneous populadion actvity from the CAll region. Cali
bration applics for all recordings. Middle graphs are BIFR. The
rignt comtral power specrum is preserved is 4 gray spectrum in
the nther graphs for comparison purpases, the jpower speciram of
ihe cna:mlp:rm:l.u‘zelﬁ recondings are shown in bladke The fres
quency axis has same scale & the frequency axis of the associ-

aned TFRL {4) AP, o, does nov affect the hippocampal spontane-
o popolatisn amivity (e = 7). No differences. neither in the

coatral: # = &), although no change in peak frequency was
detected (3.5 = 0] Hx; » = 8). In contrast to spontaneois
posulation activity recorded in vitro, I vive thets acnvity
shows dear thythmeiy, This @n be revealed by autocomelaion
plets, which show auncomelation peaks ar regular basis
(Fig. 3B). The autocorrelation i= reduced upon applicanon of
BAPyg gs. In contrast o BATac g, that significantdy reduced
theta rhythm
aln imjerted
evoked dhem
10942 + 21

in vive (Fig. 30C). the inverse sequence BAP3s s,
intracerehroveniriculadly, did not affect sensory-
thythm cince the integrated power remasned ac
24% of contral (Frg. 30; & = 5

Hipgrocawighis

be observed sfier applietion of
ruﬂclmmmmup-npulummw

produced by FAF., .. (middls race and graphs) is reverted upan
washout (lower trace and graphs). Noie that afier washowt sponias
nenus activity imcreases bevond condrel condisions. () The fulls
lemgrh [FAP: 2 reproduces ithe effects of fAPs_33. Quantification
of the experiments just described i presented in (D). The values
of the mtegrated power are indicated as the mesn = SEMy (%)
denotes & 52 i difference (P < LO5) relative 10 conirel. Moie
that AP o (0 = 6} and PAP, o (m = B) produce very similar
effects, consisting of a reduction in the spemanecus activity and o
rebavinad increse wpon washour.

At the cellular level, we tested the effect of BAFw 45 on the
intrinssc properties of pyramidal neurons as well as an sposta.
neous activity of hippocampal neorons reflected = alaum
transients measured by Huoorscence imaging. As shown o
Figure 4A, membane depolarization of pyramidal neurons, ar
voliages dose to cthreshold level, induced velage-dependen:
subthrestiold  escilllations  that dbappearcd once  membmine
potential returned o it resung level (Fig. 4A4). Power spectrum
analysis showed that the peak freguency of such suhthreshold
membrane porental omllaneons = 36 = 02 Hz (v = 14).
Bath pertision of BAPis g redhoced.

in a ooncentrainon
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FIGURE 3. BAP yn3s, bor mot PAPsrs. redoces sensory-
evoked hippeocmpal theadike scavity. In all caces, draces oo the
left are represensasive hippocampal field recordings of urethanes
ancsthetized rars befiore and during sensory stimulation (il pinch
that begins at the arrow). On the mght there are expanded traces
taken during stable semsory stimulation. Valtage calibration applies
for all mcor-:li.ng:. The 50 s calibratbon applies for che left iraces
and the 1.5 s calibriion applies for the right tuces. Below the
raoes, bTFR of lefi recordings amd o power specirum of the righs
recardings are presented. The contrel power spectrum is preserved
as & gray spectrum in the power specomum in the presence fAF, . for
comparison purpsses. (A) Comparison of thesa activity before (con-
wraly upper races and graphs) and afier iniecerebroventricalar injec-

Control

Al

] i ]
Frequency (Hz]

+ BAP.. ., 200 nmoles

| Sopv

5.0 sec
1.5 e

z ] []
Frequency (Hz)

% of control)
5 5 8 8 B

na
2

Conirad &+ FP

b L oE ]

+ [P
25045

ton of JAPz_x 200 amoles (lower traces and graphs). showing a
reduction in sensory-induced hippocampal theta activiey. (B} Awte-
correlation analysis shows 2 redwction in rhythmiciy of the bippos
campal ficld potensial in the presence of APy (black) compared
o contrel (gray). (Quantiication of the experiments just described is
presened in (C). Quamification of the effect of inracerebroventrica-
lar injection of the inverse peptide AP, ., 200 nmules is presented
as well. Noie thai whereas AP 33 (n = B] induces a significand
redoction of dhe megrﬂ.l.:d power PAF 35 does not Prﬂdnce amy
effect (m = 5). The values of the integrated power are indscated as the
mean = SEM: (%) demotes a significant -d.il:ll::em:: (P < 0.05) relarive
t contral
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A
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e T e

o

+ PAP 1.0 uM

0.5 P&

ﬁ

FIGLRE & A2y e dlﬂ:r_rmuulh- affecis imixinsic Fmpﬂum
of CAl pyramidal newrome (A) BAP,, .. redunces smhehrechold
oscillation of pyramidal meurons, The opper trace shows a carrent
clamp recording of a CAl, regular spiking. pyramidal newrom
Applicasion of depalariing D current. enough to reach 3 miemis
brane potentdal near shreshold, allows the appearance of insrinsic
membrane potendal subthreshold sscllations (pointed by the
arrow). Below, there are expanded subthreshald membrane poren.
tials in conmol conditions (upper trace] and afier application of
BAP,, o 0.5 pM (middle mace) and BAP,. .. 1.0 pM (lower
mrace). Calibradion spplies for all recordings. Note thar BAPze 5
reduces, in 2 concenration-dependent mannes, membrane poten-
tial subchreshold oscillation of pyramidal newroms. On the mght a
power specirum, obdained from ihese recordings, is presemeed.

Hipgocimnras

& 12 .
Frequency (Hz)
TP -
I_ .
g~
- T
35, '
3.4
= .
T I
’ ozl IiFDIuI-l = [P 1 S

Ny E AT

& A 08

Condral porwEr spectrm is showed in hlack and the posrEr Specs
wum of the membrane porential after the application of fAP,, .
0.5 and 1.0 pM are showed in darker and lighter gray, respeciively.
Below the power specorum a guantification of the experiments is
presemted (m = 14) (B) PAPs 5. does not affect the respomse of
pyramidal menrons neither o hyperpolarizing (o = 10) nor w
depolarizing (n = 7) square pulses. Hyperpolarizing square pulses
were applied in order to evaluare inpur resismance of pyramidal
meurons which was mot affected by fAPsg 5o Depolarizing square
pulses were applied o indoce mins of acien petencals and o
evalnate both acrion ial Frequency and frequency adsprarion
during the puliz. None of these paramersrs were affecred by
APy g On the right a quantfication af these two paramercss is
presented. The values are indicated as the mean + SEML
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dependent manner, such membrane povential subthreshold
oscillations th:ﬁmmn of the effect showed that BAl s 34
0.5 pM rechisced o G189 + 20206 n-fmntrul'ﬂlcpuuwaf'lhf
subthreshold oscllasions, without :ﬁ!n:mg their peak ﬁ'uqunuqf
(34 = 0.1 Hy; = 14). Increasing BAP, s concentration to
1 uM prodiced even hirther neduction in the power of the
subthreshold oscillasons to 45.6 + 7.3% of control and indeed
I:Il'cl:il.tl:!l:l F s'gniiﬁlzut decrease 1n the Iﬂk rn:l:lu:nc,' (40 ] _1"] -
(.1 Hz (n = 84). In response to sguare-pulses of depolarizing
uu'rmt,pjnmuﬂﬂmrmulﬂpnnﬂniwiﬂllﬂ:iﬂnl’xﬁnn
P-um:ti.:llnnwhichwzwzm able o qmtiﬁr]:utl::cim
potential frequency and frequency sdapation before and afrer
BAP,s 4 | M application (Fig 4B). As shown in Figure 48,
BAPg 45 did not significanty affecy nedther the action poten-
tzal i:requ.:n-:-r mor the adaptanen index aof evoked tains of
action poieniials (3 = 10). From the voltage responise to hyperpo-
Larizing square pules. we cloulued membrane npur resissance
(Ri) of some prramidal neirnns, befoce and after BAl 4 | pM
application (Fig 48] Under contral conditions, Ri was 118 =
2002 ML (w=T7) and dud nuuigrriﬁa.ndfd:l.m;uupnn BAP 5 15
application (11111 = 1908 MY » = 7). Membeane potential
did not clange ather after BAF5 45 | pM application (—69 =
7.3 mV in control and —66 = 6 m the presence aof BADg a5
]:]!_ 4B n= T}_

As mentioned eardier, we abo tesved the effece of BAT,; 54
on individual sponfanecus neumazl acibaty in the I:Lippuﬁ.m«
pturn:muuinarﬁnnpﬂhﬂnﬁﬂrd:pcndmtalcinmmnﬁmt
(Tkegaya et al, 2004, 200% Ker et al., 2005 Canllo-Red
et al. 2008). As reparted befisre, it is passible to differentiate
between glial and newronsl clcium trnsiens (Tkegava e al.,
2004, 2005; Kear et al., 20058) Glol cloum transents are
El:.m:lrmzﬂ]lzyh:ngzrruct.mt:lnldﬂj:rum:uwd]mhjmr
ger duration compared with newronal cloem ransens (Fg
SA upper traces; Thegaya et al, 2004, 200%; Kerr et al, 2005;
Carrillo-Reid ez al , PO0E). As ensrobasation, we performed
cell-attached recordings of putative pymamidal newrons and
ohserved their electrical :l:h'nt} :'Lmull:.ll:mui" to the calcium
signal. We observed that. urq:n:l:ﬂb:fn::[lk:g:y:dil
2004, 2005; Kerr et al, 2005, Camllo-Bed et al., 2008), ihe
:pilhnmm:ﬁm::nsuﬂ recarded mﬂlﬂ:ul:cllnnluzallwsﬁr
accurate identficartion of cldum mansients evoked for ar lese
two action potentials but not for 3 single action potential (Fyg
SA) We also confirmed that the knetics of the caldum transi-
ents recorded from neurons could be dearly differentiated from
those observed m gl cells (Fig. 5A). Based on these resulix,
we decided w0 restrict owr amalyis to neuronal-like activity, In
coatrol  conditions, when spoErzneous neuronal activity was
recorded, there was 2 small populaton of hiFPnGmEn] NE IS
that showed cldum tansiens (2009 = 4.5 neurons; Fig. 5B,
nst:rpluu:n’= E]‘. E}*mmnﬂmgllmrlpcmmachiﬁ]'
over 3 min, we observed that those newrons showed in avenge
38 £ 1.0 clouwn wansgents (event/newron; Fig. 3C, right
!'_rap]:l;ﬂ= ﬂ}clu:iugthhp:rindnrli.mn-_ We wemre oot able
find neither synchronic nor correlated cellular activity in owr
basal condions [daa not shown). As expecied, BADls 55
reduced hippocampal spontanems neuromnal activity measured
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with Huorescence imaging (Fig. 5B, raster plows). After bath
application af BAPss 3g 1| pML there was a progresive decrezse
in the number of active neurons (86 = 1.8 neurons ar 10
mang 5.7 £ L0 newrons ar 200 mun and 3.6 £ 0.9 newnons ag
30 man; Fl!_ 5C, ]::Ftﬂl:; a = 8], I]i:llll.ls}ll‘]:rﬂl:l.rrlljﬂ'nr
calcium transients of the rosidual newrons remained unchanged
(2.2 * 02 evenesdneuron ag 10 ming 2.8 * (14 sventsfnenron
at M) min zur:l._}_j = 0.6 evenisneuron at jﬂ nﬁn; Fg_ ﬂl-:,
right graph: » = 8). Blocking calcium chanmnels with Cd*F
20 pllr{ mmﬂet:lg abolished all cloum tansients in our
Hmzua.mpzl] slice=s [d:l: not shown: w = E:I_

Simce rhe expenimentx showed in Figure | suppewed thae
BAP,q o5 occuded the effect of Cd¥t, suggesting thar BAP,. .
might be affecting synaptic transmission. we decided to directly
Plu.l:: this g}uﬂ.ﬁhﬂit}’. We them FETE:II.TELHI rwo Iypes ucr-n:P::i-
mhmﬂu&rﬁmmmmﬂ:ﬂpupﬂaﬁmq:hin&z
CAl pyramichl layer evoked by Schaffer collateral fiber stimu-
lasinn (Pefa et al, 2002}, and on the woond one, we eroaded
spontaneous postiynaptic potental (sPSP) in CAl pyramidal
neurons. In both cases, we wessed the effects of BAP.g 45
I phl As shown in Figure 64, APy o5 | M signifcantdy
reduced the amplitude of the evoked population spike (51) o
&4.38 = 943% of contrel [ = 7), upon washout the Png;lula-
tHoar l]:r;k! recavered to |1|_75 +* lﬂ_lw lIF:Il.ﬂll‘Dl {n = 7},
recorded under control conditions (Fig. 6A). BAPz sg 1 phd
alsn inhihited sPSE 2¢ shown in Figure 6B, in Ithrmﬂnu:nf
BAPg 55 | pM a n;pl:ﬁ::n‘t reduction in both sPSP amplitude
(o T6.24 = 6.86% of contral: 7 = 5) and PSP ﬁ'nqunlq.- (s
@64 = 18.01% of control: # = 3) was chserved. Unffortu-
nately, we were not able to maintun long-term patch necord-
ings to test whether or not the effecis of PAP2; 35 1 oM on
PSP might be reversed upon wachour.

Finally, m test the role of Fyn-kinase in the PBAPug ge-
inddirered hq:ipuﬂm]:ﬂl dpﬁ.lm:lnnn, we pedormed extracellular
pepubiaon recerdings of the CAl region in hippocampal slices
abtaned from two control strains of control muce and mn Fyn-
knockout mice. As shown in Figure 7. both Swiss Websier (left
tl:.I:E' aid Ilﬂﬂlﬂvlm} wikd tn;re tru.rdl:u: tmmj mice showed
SPOOEANEeDs pnpll].:.tlm It-lvnt:r sensiitve o BJ"!P_ﬁ_jlj_ Such
spontaneous population activity, recorded under control conds-
ﬁm,ﬂmndpﬂk&ﬂqlmdﬂnf?_ﬂ + 06 He (o = 12) and
T& * 06 He (m = &), rﬂpe:l‘iil:ly_ In comirast, spantanecis
popubition actvaty o shoes obtained from 12951/5vim] Fyn-
Kaeckour mice [rght m:.wluihdapﬂkhlquulcvur
4.2 = 08 Hz (m = 8), were not affected by BAP2g 35 1 pM.
All thewe effects can I:I'E'E]Hﬂ'\l'ﬂ:ldlrﬁfﬂ} from the traces in hFig-
ure 7A but also i lJ:lr_'Pmlu:_:F:ctm:m ;ﬁ;:hs:swtl]uinthz
BTFR (Fig. TAl In slices obmined from Swiss Webster mice,
FI]JIJIZE-IJI:I. x:l;rw.-l:pI power was redisced to 418 + 12.3% of
contral 30 min after BAP; s ¢ 1 pM application and io 514
+ 122% of control G0 min after BAPss 55 1 uM (Fig. 7B;
n = III. iniluﬂln:ﬂ.pﬁhﬁuqu:rqmm.ﬁlmﬂ
(of 7.2 = 0.4 Hz and 8.3 = 0.1 He. respectivelys ® = 12). In
slices obtained from 12951 5vkm] wild type mice, population
activity power was reduced 10 556 = 72% of contool 30 min

Hippogamous
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=+ (AP 0.0 bl
FIGURE 5. BAP ;35 affects hippocampal sewromal-like span-
tanenns sotivinye. A. The traces: are representative calciom sigs

nnhuhun:dﬁmglulth&rrxﬂmdm:m.ﬂ[nghrmi
mﬂlﬂnmhﬂtﬂmmmumglhﬂcdhu:dumnﬂd
by longer rise-time and decay timc a5 well & longer durasion com-
pared 0 mlcum fransienis i nenmons. The micegm on ihe
lower left show two cells, loeded with the calcium indicstor Fluo-
4, at the time on which ene is sctive (A, upper micrograph) and
when the come peoren is momactive (NA: lower mi:ll‘_r.qﬂ:l}_'flm
calciom zigmal (AF/F) of the acive newon, dSmolanessdy
recarded in cell-amached, is shown an the right (the recording pip-
ctte is indicated by an arrow hesd on the micrograph). Note thar
when the newron fives more than ope action potendial 2 disins
guishable calcium signal is observed. The exact tme nding
lu:hzmujusl’nphun:h:!e&mtmﬁﬂrﬂ:luﬂ.lml‘dtmﬂm
calcum crace. (B} The micregraph shows an hippocampal shice

Hippocumrgus

]

o o 8 % 1
Seconds

+ AP 1.0 LM
= @ &Ei?mli:u 13 {a 1e

# evants [ nauron

10 20 il
+ (WP 1.0 pM

33 min

loaded with the same calcium indicator (scale represemts 50 pm).
On she right two raster ploms show the calciom tamsients reconded
from active neurens, ohained from the represemted slice, either in
contral conditions {upper rasier) or indm&pmofm:ﬂ_“ 1
M (lower raster). Note that the demsity of calouwm transients is
dramaiically reduced in the presence of BAP,, . 1 jgM. (C) Quan=
dfication of the cffects of AP o | @M both on the numbear of
acxive nearons and on the mesn number of calcium ransienss per
rﬂum-hrﬁllwﬂ_“lpumhl' ent
manner, the number of hippocampal active newronz (lefr graphy
m = B) amd thar there & o swhser of PAP;;_g;-resiseent hippocam.
pal nenrons that mot enly remain aotive induyﬂcn::d'thgp:t-
dde but maimwin the fregquency of caldum transienss (dght graph;
m = B). The values are indicated as the meaan = SEM; (") denotes
™ sig-.iﬁm: diffemence (P < 0.05) relative o conirol. (na) denoies
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Amv] 4 BAP 1.0 4M

4 sec i I

FIGURE &. A5 ss abfects both evoked and spontansoos syn-
apeic mamsmiztion. (A) The opper left traces are represemative
evoked responses 51 and 3F in conrrel conditions, the middle lefr
traces correspond 1o the evoked responses in same slice after
BAPze 4o | pbd application and she lower left traces correspond o
the evoked respomses afrer washows. Calibration applies for all
recordings. Note that Al 4, redoces evoled symapric transmis.
sian (w = 7). The graphs on the sight show the guantfication of
the 51 amplitnde (upper graph) and the paired pul:t faciliarion
(PFF) of the described experimenss. Note that the reversible reduc.

= —_%

Washout

0.5 my

20 ms

afeer BAMs ag | pM applicanion and o 41.03 = 10.6% of
control 60 min akter B.—‘np_..-,_.,q, | !J_\"] "."Fig. TB; # = 6). In bath
cases, Fl:ll". lrl:u]u-:m.‘\.‘ remanned l.lJ'JI:l'I.J:I'I.I:I.‘IJ fol 74 = 0.5 Ha
amd 7.5 = 0.7 He ie.pn.‘n.sivdj.r; n = bO). In shes obned
from 1295175 Im] Fyn-knmockour mice, BAP:g o | pbl did
nuot affecy populaion actvity neither 30 min aber AR 45 1
pM applicasion (1142 = 46.0% of control: ® = 9) nor GO
mun abter BAPsz 55 1 pM (1032 = 29.7% of congmal; Fig. 7B;

r = 9). Accordingly, in both cses peak frequency rermained
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I u I

[SAP 1D M Waashout

59

Amplitude [mW)
g 8§ B B

Conftiol

PPF (31/82)

2.

Cortrod (2R 1O UM Confecl SAP 1.0 pM

ton in 51 response prodoced by AP g is asociated with an
increase in PPE (B) The upper left trace chows spomanesos past-
synaptic patentizls GPEF) in conmol conditions and after applica-
mon of EAPr 4z 1 pM (lower wace). Calibragion appliss for all
rﬁ:nni.in;l_ Mote thar AP, .. redoces sPSP (o = 5). The Er:pl:
on the right shows the quantification of sPSP frequency (left bars)
and sPSF amplinade (right bars). Note that fAPzs s reduces bath
PSP freguency amd amplivede The walues are indicared sz the
mean % SEMz {*) denotes o significant difference (7 < (L05) relas
tive o comtral.

unuhlnlre\'! {of 74 = 0.5 Hx and 7.5 = L7 Hz, respecrively;

= 1j.
Our pesulis demonstrate, bor the host time. thar acoee

PAPs 35 adminivimiion dismupis hippocampal netwodk activity

H PRy



90  PENA ET AL

Bwisg

A

Confrol

+ BAP 1 M

WA

+ Lidocaine 1 mM

Wildtype

APl

| P

[]
Frequency (Hz)

Fyn
Krockout

r!?r,'-, “j'ﬁifa'iﬁiﬁ" f'\%lf'!‘rﬂlr

[E]

i s

Power 1-60 Hz
(% of control)
g

J

FILZURE 7. PAP, . -indoced inbibition of the hippacampal
sponiancous pepulation acuvity is not cbserved in slices obained
from Fyn lnockowt mice. (A) Upper traces are representarive
recondings of spontuneous popullation acivity recorded From CAIL
in slices obvigined fram shree different types of mice, o indiczied.
The upper recordings were obtuined in contal conditions. the
middle traces (in gray) were obiained n the presence of fARPz, 5.
1 pM, and the lower traces were obwined in the presence of flido-
caine | mM. Calibration applis for all recordings. Nowe char
FAPze s 1 pM affeces spontanesus papulation activity in sbices
ebiained from boch the Swiss Websier and ihe wild ope mice bux
not in slices ebtined from Fyn knockost mice. Graphs in the
middle are the power spectra chumined from the representative
ru:nn:tulp Conirol power specivam s showed in black and the
power spoctrum of the popolation acivity in the preence of

ar cellular and nerwork levels and dhar Fyn-kinase seems wo be
invelved i such effect. At the cellular level, PAPsg g alhects
'I.]'IIJITIEH.I'_!L'IJLI! !.:.TLlFIIiL‘ :l.l'_'Li'l'ir.FY 5|J|2'l!]’l:'iil(:]l1 ml:ijh[i.‘.ﬂ; FrErlJLLCI:‘L“l

Hippocomyprus

Woar
Swiss
Wabster

30 60 0 60°

Wildiype Fyn
Knocko

BAP,,, 1M IOCHDNR

Bar,_, . ir chowsd in ¥ Lowsr graphs are compiled BTFR of
the represemtative pecordings incdoding juss those of conuol and in
the presence of APz 5. The frequency avis has the same scale as
the Freguency axis of the ssocisted power spectrum. (B) Quaniifi-
cation of the experimenis regarding, the effers of PAF,5 ;; on the
slices obtained from the three typs of mice & shown. The inte-
grated power obtained from 1| 1o 60 Hr was normalived 1o the
conmred pawer specerum ( 100%) of cach slice and reported as % of
control. Mot thar [AP,, ., reduoces the power of sponmanzes
popalation acrivity in slices obrained from boch the Swiss Websier
(m = 12} and the wild oype (@ = &) mice bui oot in shces
obiined from Fyn knadcout mice (w = %) The valwes of the mies
grated power are indicated as thie mean += SEM; (*) demotes a sife
nificani difference (P < 0.05) relative 0 conirol. (1) denotes no
statistically significans difference.

by prramidal nevrons, and spontancous acavity reflecied as cl-
(;iLLI‘L'I ramssearis L'|i imlll'l‘!uﬂl TR C0anS.. ql_ll:!'l l'nj‘l.ll:l:l.(ll‘l |]'l neunro=-

I'JJI Jl:'il'il!:‘ I'-_'GJJ'i't']i'lﬂ 'I't'ilEl a d.inupliun ;I'I [ui?lll.lﬁiil'l I[Il'lu'i'l':-'
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both in vitre and in viva, a5 well as with a reduction in synap-
nc transmission. [neeresongly, the disrupdon an population
activity was not observed in l:u]:lii:r.muiﬁ:i’.ncdfmm
Fyn-Knockout mice. Overall, our dasa suggest thar BAP acutely
dinuphnarun]l:iﬁ:nmjpul neiwork function and thai thas
dysfunciion mright be relaied to the cognitive dedine observed
in Abheimer Disease (AD).

| T w mennon tha the effeces described here
mig}lt be related 1o the cogniive dpﬁjncl:il:m whserved 1 ADD
patents. at the eardy stages, and does not seem relatsd o new-
memal deash, This amernion is based on the face thar BAP-
induced effecis were reversible (Figs. 2 and 6). Mareower, it is
imporcan: m point out thar washour of BAF produced a
rebound in populstion actary, which by itself s an inreresting
Euﬂiuiﬂl:lm#thdpm:q:hmﬂ!hypﬂmhlmlﬂ.}-
observed in transgenic Al animals (Palop et al. 2007; Busche
Hal.mﬂlmﬂzzﬁlcrmcdmptﬂ?ﬂitrmcpﬂcpryinm
patients (Rime et al. 1990 Menémder, 200%: Hommet et al.,
2007), amd AD mice models (Del Vecchio er al.. 2004;
Wesirmark et al, 2008).

Spontancous escillations are 2 nerwork mechanism doscly
ssociated o cognition (Buraki, 1989, 2002: Kahana e al.,
1999, 2001; Buzrsaki and Daguhn, 2004). In particular, hippo-
processes such as lexrning and memory (Buzaki, 1989, I002;
Kahana et al, 1999, 2001; Bumsaki and Dragphn, 2004). As
mentioned earlier. network osclllations provide with an opera-
the proper representation, processing. storage, and recall of
information. (Traub et al.. 1999; Engel et al, 2001; Harms
ex al., 2003 Buzaki and Dragubn, 2004). The wght rehion
betwern oscillatzons and mm:m'ri.in:in.fmﬂﬂ E'yllltﬁu:l'_i.rg
of drugs that increase or reduce memory processing simultane-
IJI.III." inciease or seduce neiwork  osollaions ﬂ_:img and
Dieshorough, 1988; Kinney et al, 199%).

In contrase to previous reports showing cthar chronic exposure
o PAP affected network oscillations both in vive and in vito
{Sun and Alkon, 2002; Wang et al, 2002; Driver et al, 2007),
here we repore thar BAP acstely affecs hippocampal funchion-
:]ﬁvfmﬁugh-:zﬂsmu.nnmna]m:rwurhmvﬂmmdln
vive. Our experiments, along with those of others (Sun and
A]km..l'm.l; W:Jlg:i:l.. 2&02-, Bﬁmﬂﬂ..m Fuv'id:
with 2 meoroml nefwodk explanation for bath the EEG aliera-
tiona observed in patients with AD and the cognitie deficits
dosely associared with such EEG dysfunctions (Hughes e al.,
1989 Schretter-asser ex al, 1994 Thl ex al. 19906; Nolah
ex al., 199 Kowalsks et al.. 2001 ).

E:l.l.u;lunourupa'im-:nn] vheervanons, several cellular
mechanisms could be mmr_sl:rl 1] n:pla'm the MH:H:HJ.EEIFGI]
nerwmﬁ: -du.nlptl-un induced by BAFR For instance, our populs-

e thar BAP :ﬂfemwupn: TN T SR
Chur utnicrllolar recordings, sing p:tcl! champ, suggest thar
BAP might be affecting the ion currenss asocied with the
gEnETation of subthreshold oscillations. Fimally, our unicellular
recordings, wsing Huorescence imapng. suggest that there are,
ar least, two subsers of hippocampal newrons according to their

zl:u:il;viljr L] E)"LP, some of them H:E;.'th!li I:r,r ke Pcpd:id.c,
whereaz 2 small mhmﬂfhippuampﬂ] neurans appesr w be re-
sistant to BAR

Regarding the possibility that BAP might be affecting synap-
tic tansmisgon, we found that BAP | pM occhides the effece
of Cd*™ 200 pM at the population level. It is well-known that
Ca™ 200 pM blocks voltage-dependent caleium channels and
ﬂ:n!fnres}'n:.pﬁ:mnmh:iminmmlprqnminm {Pena
and Ramirez, 2004; Pena et al, 2004). Previous observations,
obtained from AD transgenic mice, have shown alterations in
symaptic tansmision produced by soluble BAP (for a review
s Poiia e ul , J006). For instuncs, Haa et ol (1999) dhosed
2 40% reduction of basal gmaptic ransmission in hippocampal
slices obtained from PDAPP transgenic mice. In the same
r@&:mﬂmmhﬁhgﬁjﬂmm&au:ﬁ
showed decreased syraptic tamsmision (Hsia e al. 1999,
Bau]srrnpﬁcd?ﬂ:un:ﬁnml'm:lmb:mmpminﬂ mﬂl-:]l.lppu-
campus of APP23 transgenic mice (Roder et al., 2003) and the
APPEY5-SWE tramagenic mice (Fimjohn er al.. 2001). Finally,
it has been reported thas AR, imjected intracerchrovenincularly,
produces a reductdon in basal symapdc transmision n vivo
(Cullen e al, 1996, Stepham er al, 2001), thix Anding has
been recenily cormbomted n vimo (Nimmoch et al. 2008)
Al-ﬂ'luusl'nit i:iml:lnrhnl to mention that there s another set of
reports, obrained from tamsgenic mice as well as from BAP
:;:PEutinrl in vive and in vitm, l.l:!D'I'T.TIS tlat ﬂf”LP dives mo
affect neither basal synaptic transmission nor paired pubie fali-
tation (Cullen et 2l 1997; Gaohinoe et al, 2000; Sun amd
Alkon, 2002; Wang er al, 2002). Despite this controversy, we
bave found that, in our experimental condidons, B-"!‘st--l-&
reduces both evoked SyHaptic transmssion, which was assoc-
mﬂnﬁmmmpumﬂpuhzﬁnlmtmnﬂ:g GA) amd
alse decreases both amplinede and frequency of sponmnents
:,rru]:l'ic ]:n:lltul;i:]_l. II:I:! ~EB]_ The mwcrease mn F;.iru] Pqu: f‘ﬂ:l.lr
Ination, atciated with the nadarion ia fequency of spaataie
oS synapeic potentials stronply suggess thar BAT s se-incweed
reducrion i synapric ransmuission 15 asociated with a presynapric
eftfect [Pena et al . 2002), whereas the B."IFHsriu:[nnul reducsion
mﬂl::mplmlﬂznfqlmmrynapm?umu:hnggunth:l
BAD; s asminduced  reduction  in srmEltu: transmussion  also
involves effects at the postsymapsis. However, putative BAPys g5
induced Pmkrmplic:ﬂi:tlmnnin:ﬂﬂdduad‘mns:inp}-
rarmadal nEwron inpui resstance [see the sesulis sectinon).

We have shown tha: BAP inhibits subthreshold osallations
in CAl newrons and based on this fnding. we mg-
gext thar BAP I:DIJ.H!EIH‘EIE‘I:!IIIIE or several of the jonic
currents invelved in such intrinsic mechanism. It iz well-known
that several newrons in the NS exhibit subdireshold oacilla-
pions and such oscllations Plzy a sole in Enll'trnlh'.ng :-prlh time=
ing and nerwork acemvery (Klink and Alonse, 1993: Leung and
Yu, 1998; Hu e al, 2002; Heao e al., 2007). Although the
:pu:iﬁl: mixture of lomc ourrems respansible for suhithreshaold
membrane potential osdllatons may vary in different neuronal
popubanons (Klink and Alonso, 1993 Leung and Yu, 199E;
Hu et al.. 2002), there is evidence that key players in the gen-
eration of subthreshold escilltions are inward currents such as

Hi,
330"
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the pﬂs-.ﬁrnt Na-r current I:h_'mh: and .e!.lan_ﬂ:r, |m3; Hus e :l_,
2002; Huao e al, 2007), and the Iy (Whe e al., 199%; Huo
ex al, 2002), = well 2 seveml K owrvard corrents such as
leak currents (Klink and Alomso, 1995), the [y (Hu et al.,
2002; Yoshida and Alonso, 2007) and the [, (Hsivo et al,
ZWJ. Mo effeci u‘rw-un the pl:lsi::lznt soedinm current, leak
current, I, or 1y has been reporred so far (Pefia er al., 2006),
however, several repons have supgested thar AT may modubie
s Whersas same reparts indicate that BAP promotes 1; (Yo

al., 1998; Ramsden er al. 2001, Angulo e al.. 2004), other
reports indicate thar BAP inhibits such cwrent (Jhamandas
ex al, 2001, Ye er al . 2003). Ti is sill necessary 10 devermine
the effect of BAF on all the currents involved in the generation
of subthrexhold ssallations and of such effect conmibutes o
network dysfunction_ Ik is imporfant to take o acoount that
the possible effects of BAP on these currents does not seem o
iﬂ?:rl wilier wtnnsic I:Il'l.l?l'ﬁﬁﬂ ai the .n.l:PI::.ﬂll:d'lnhl I‘EW]‘. such
as action potential Bring or action potential frequency adapiz-
ton (Fig. 4B} or noe even changes in resting membrane poten-
tial (see the resolts secison).

From our cldum imaging ecxperimentss, we found thar
despite the face thar BAP produces 2 dramasic reduction in the
mumber of active nevrons i the hippocampss, there is a subser
ous activiey but alo mainmin their frequency of claum tmnsi-
euvls mniact i the presence Drﬁ.l’al‘: i is well-koown that some
r:?-uu: uf the brain are more m:ﬂ:q:u'l:lz to ﬁ.!’ll" tnici—tr than
others (Brazk and Braok, 1997). Even maore, there seems w be
differences in the sersrHvITy of newrons within sne specifie cir-
amt. For instance the entothina] cortex (EC), the CAL held,
“Pﬂ l-J= ’ldﬂi.l-lﬂd] ll%,;l.ll.l. -l Jﬂ Im?ilr -I.[l“:i.l.ﬂd ill. ﬂ.l‘ HJ.IIIU
stages of AD ﬂ'!}"l:l]iﬂ ei al, 1984 Vin Hoesen and Hrm.a.n,
1990), whereas CA2 and CA3 felds are relarively spared
{(Hyman ef al. 1984). The simplest Eq:l:mi"mn for such differ-
ences i that newrons with different sensitivities o BAP may
express differemt amounts of the pumsve AP receprors or
banding sitex (Romiwo-[hGooomo et al., H07). Another possis
Hccqﬂ:mﬂ:unrnr I'J:.i.lw:ri:hﬂil‘fi: that ﬂlzre;rclq;um]
intrinsic facrors thar repulate newronal susceptbiliey o oxiciry
(Romito-Diliacsmo et al., 2007). It hax been thae
nuufﬂlcmﬁnﬂnu:dﬂ?ﬂminﬂ:emml:hﬂltytﬂ
butter changes in cytoplasmic calcium (Cecci er al, 2005).
Aliernatively, Small (2008) propoesed that soce ntracellular cl-
cium levels are congrolled by neuronal exdnbiliy, which.
turn. is relawd to the wotal amount of inpues thar 2 neuron
recerve, the pathological affectation i Alsheimer's disease might
be determined by the number and type of synaptic inputs that
newrans receive (Small. 2008).

Fl:rl.:ﬂ)',. m ifhis ItLIﬂF, we have showm that BAP-mduced ]'ILPI'
pocampal nerwork d}'IFI.IELI:Ii-I:II'l involwes Fyn kinase. As previ-
I:I-I.IIJ.’.' menrioned, the brain of AD pasents shows increased.
lewrls o Fyn (Shirari and Wond, 1993 Ho et ol . 2005} and
sevieral d;ﬂ!e&mnd:'ﬂﬂpllﬂwhm: associated m Fyn-ki-
nase (Lambert er al, 1998; Kihara e al, 2001; Moo et al.,
202 Chin et al | 2004, 2005: Chin e¢ =l . 2005). Tk i interest-
ing to mention that there are several molecular pathways asoci-

Hippovasigs

ated wath F]."rl.. that II:I;E]'IE rzpmt Pnfcnli.:l t]'lcn.Pculia: 'I::r!tb
o prevent the BAP-induced nerwark dysfunction. For instance,
BAP mteraces with mtegrins (Sabo ev al, 1935; Bd ex al, 20402
Grace et al., 2002). and recently. it has been shown that ans-
bodiss agabian Inoegritns peerveat the offict of BAP ca LTP
[an:n e :]., lﬂ'ﬂ?} F’Tt hat alswy been assocmted o ailer
receprors thar bind BAP and produce deleerious effect on the
pervous system such 2 nicotinie secepross (Dineley e al,
2000; Kihaa ei al. 2001) = well a5 the p?5 oewroimophin
recepror (Yaar er al, 1997). Fiully, potemial phogphorylanon
wrpets of Fyn are both GSK3 and odk5. which seem to play a
key mole in TAU Fll'nnq:hnqu:[iﬂu and nerwork d.}'sﬁ.mcl'lnn
asnciated o BAE [Inhibiors of both kinawes have been shown
e prevent several alteranons induced by BAP (for reviews see
T et al, 2004; Semith et 2l , 2006; Hooper et al , 2008). All
these findings suggest that it s possible to prevent the deleen-
o elfecss of W Irr ]nb:rfims with the intrcellular Fuﬂr-
ways activated by this peptide and therefore, it s necesary m
arcfully disseer such BAP-acivared pathways w idenrify poten-
tial t]!ﬁi:vzul:i: argets.
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Arricle hstory: Alzheimer disease [AD] patrenis show alterafions in both newronal petwork oscllatbons amd the cogni-
phued eyl eysher JAN five processes aesocated to them, Relabed (o this dinical observation, it has been fowend that armyloid
m:;ﬂ?;:;m’m?ﬂ'ﬂ beta protein (AR ) differentially affeos some hippocampal network activities, reducing thets and gamma

nacillations, without affecting sharp waves and ripples. Beta-lke pscillations is another cognitive-related
neefwrark activity that can be evoked m hippocampal shces by several experimental manspulations, inclod-
img bath apphcation of kanate and imcresing extracellular potzsciom. Here, we tested whether or not

Asiailable ondine 14 June 3010

I different AR peptides diferentially afect bets-like oscillatory patterns. W specifically tested the effects
Mevwack activiry of fresh dissolved Afes e and ofigomenized Al and found that kainate-induced oscillavory metwork
Kalnate receprees adnity was affedhed, m a slightly concentrabon depemdent-manner, by both fresh dissolved {mosthy
Amyiaid beta pronsin momemeric | Afps-gs and oligomenc AR p_g. In contrast, potassiom-onduced esallatory scineaty, wiech is
recheced by aligomeric Afby-sz, is mot affected by monameric AR s-y= at any of the concentrations tested.
Our results support the idea that different amyloe] peptides might alter specfic cellular mechamsms
related (o the generaton of specfic nearonal network activibies, metead of 2 generalized imhabitery effect

of AP peptides om meuromna] network function.
0 2010 Elsevier Inc. All mghts: reserved,
L. Intreduction ferent gscillations include the involvement of different subsets

Oscillarory activity, which iz 3 prominent feamure of the hip-
pocampal nerwork, has beem associated o several cognitive
functions | 16,38]. Alterations in such network activity have been
closely related (o e cognitive decline observed in patients with
Alzheimer Disease (AD) [19,2237] Accordingly, recent reparts
hawe shown that animals overexpressing rhe mutared human amy-
lodd precursor protein (APP), and consequently producing high
levels of AR, have a deficit in the induction of gamma oscilla-
tions n viire |7] bui not in the generaiion of sharp waves and
rpples in vivo [15] Despite some similanites in the network
properries involved in the generation of different oscillations,
specific mivrures of not wer complomely determinsd inTinsic
and synapgic properiles participate in the generamon of dif-
ferent oscillaiory patterns [33.44,48]. As reviewed by several
authors, the differences of cellular mechanisms involved in dif-
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of interneurons as well as differential contributions of recurrent
exritaon or elecmric coupling [4,8,14,24,27,43). Due w che fac
thar similar oscillatory patterns may rely on slightdy different
cellular mechanisms, i has been found that those osallatiens
exhibit differeni pharmacological sensitiviiies |4,27]. Therefore,
it Is possible thar different Af species, which affect different
imrrinsic amd synapric properrias [2,17,21,30 34-36.46), may dif-
ferentially affecy distincr menwork oscillations Here, we rested
this possibility on similar esclllatory activities Iinduced in virro
by kainaie |58,14] or by slightly increasing the extracellulas
potassium conceniration (24,43 Our resulis show that whereas
kainare-induced beta-like activity £ affected by both Afs s
and AR, _p. potassivm-induced beta-like activity & resistant m

5.
2. Materials and methods

We performed the experiments using hippocampal slices
obtained from 3- o 4-week-old Wistar rats [29]. The experimen-
ral protocods were approved by The Local Commireee of Erhics an
Animal Experimentation (CIOUAL-Cinvestav) and followed the reg-
ullations established in the Mexican Official Norm for the Use and
Care of Laboratory Animals ("Morma Oficlal Mexkcana™ NOM-D62-
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Fig- 1. Both Al amd A - inhibit inace-svoked hippecampal bera-like acmviry. (A] Traces are represemiacive recordigs of the sp 15 CAT populasion acrivity

im rhe peesence of kainare 700 M (et trace] and after applicason of Ay gg 1M [right mmace ) The corresponcens power specita are shosm i black for the reoording i
the presence of kainare and 0 gray for the reoonding after AP 3¢ applaation Moee the reduction inoscillamny acciviry opon AP g application thar |5 quansified on the
right graph a5 a X of roniml spontanens network acciviny. (B) Iraces ane repaesen s ve recondings of the spontansous CAT populaissn aoivity in the presence of kKainare
A0OnM [left race ) and after applicarisn.of A1 g 10nM [right race ) The conrespamdent poer SpcTa are showen in black for the reenrding in the presence of kainare and
|m gray for the recooding after Afly g application. Mote the redoction in osciBatary oty spon Ay application, that is guantified on the right graph as a % ol ool
P aneTus netweark activity. The values of che integraned posaet are ngdicaeed 25 the mean = SEM, (*] denoies a sigrificam difference relaive o control ( P<0.05).

£000-1999). All animals were housed at 22°C and mainrained on a
12:12=h light/dark cycle with free access to food ard water.

2.1 Af preparation

APz 35 was purchased from Sigma (56 Lowds, US.A) and was
freshly dissolved in distilled water just before seing used for
the experiments. We have previously shown thar characteriza-
tlom of this sofunion by elecrrophoresis and elecronic microscopy
reveals the presence of AR monomers [20] AR,_;; was obiained
from Bachem [Heidelberg, Cermany) and oligomenzed orough
a standard profocol described before [3). Briedy, 1.1.1.33.3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) was added to solid A4, ar a final
peptide concentration of 1m0, and incubated for S0 min at room
temperaiure. HFIP was allowed (o evaporate ovemight and 2 5-
mM solurion was prepared by adding DMSO. Sudy solution was
then dilured with F12 medism to reach a final concentration of
100 phi. This solurion was incubared, ar 5<C for 24 b Then the
solution was centrifugared at 14,000 » g for 10min in the cold
The supernatant, containing the AR oligomers, was collected and
uzed for the experiments |3]. Characterization of this solution by
elecirophoresis showed the presence of both AR monomers and
oligomers [3].

22 slice preparation

To chiain hippoecampal slices. animals were anesthetized with
sodium pentobarbital (63 mgfke) and perfused trarscardially with

cold protecrive zaline conraining 238 mM sucrose, 3mM KO,
2 Sm MeCly, 25 mM MaHO0y, and 30 mM o-glucose, piH 7.4, and
bubbled with carbogen (95% Oy and 5% C04 ). Then, andmals werne
decapitated and brains removed and dissected in ice-cold asts-
ficial cerebrospimal fluid [2C%F) contzining 119 mM MNaCl 3 mM
KA, 15mM Cacly, TmM MgOz, 25 mM NaHOO3, and S0mM -
glucase, pH 7.4, and bubbled with carbogen (95%€ Oz and 5% COz )
One cerebral hemisphere was mounied enio an zgar block with a
30F inclinarion and horizontal 400 wm thick slices, conraining the
hipporampal formarion, were cut with a wibrarome [Yibrarame,
Sr Louis, MO, US A ). Slices were left to recover in aCSF, at roam
temperature, for at least 80min before any further experimental
mandpulation.

2.3, Recordings

For exiracellullar field recordings, the hippocampal slices were
mansferred o a submerged recording chamber confinuously
perfused at 17-20mi/min with oxygenated aCSF at 30L£2°C
remperature. The field recordings were obtained with swction elec-
trodes filled with aCSF and positioned on the pyramidal Layer of
the hippocampal area CA1. The signal was amplified and filtered
[highpass. 0.5Hz, lowpass, 1.5KHz) with a wide-band AC ampili-
fier (Crass Instrumeends, Quincy, MA, USA ) Basal hippocampal
acrivity was recorded 15-20min previous 6o any pharmaco | ogs-
cal treatment (conrrol recording). Then, one of two experimental
conditiens was applied w induce osdllatory activity [(kalmate
200 nk or increasing extracellular potassium comcentratien ferm
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Fig. 2. AP, but not Mg, reduces K -evoked hippocampal beta-like acirig. (A) Traces are represendaiive recordings of the oscllasony aciivisy induced by ncreasing
extraceliular possium fmm 3 to 5 mM [lef trace ) and afier applicaiion of Alzs—gs 1 M right iace L The correspendent pewer specita are chown in back for the recondingin
elevaied poizssiom and ingray foc the recording after Al eas Jpplication Note tha poiassiom - edoced oscillaisons are noc affeceed by A sae applicarion The guantificatsn
if presented in the sight graph s 2 X of comrol spontaneous neswork ot vity. (B Traces Joe sepreseniative recordings of the escillabony acovay induced by increasing
earaceliular petass| am frem 2 o 5 mM Cleft race ) and afer 2ppdication of AR o 10nM ([right irace]. The cormespanden: power specia are shown in black for the rexerding
Inthe peesence of elevared polassiwm and ingray for the recording afer Al g appl icaison. Mote the ped uctbon in oscl laiory aciiviry upon Alb.i applicaion, that =g uantaied
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refamve po cantnal (F=0.05]1

3 1o 5 mM ). Once the oscillatory activity remalned constant (after
30min}, either freshly dissobwed AR s 3 1 pM [31] or cligomer-
ized ARy 10nM |3] was added to the baih and their effecis
were followed for G0min Inically, we wsed those concentra-
fons based on the fact that we have previously determimed that
produced similar inhibition of spontameosus hippocampal net-
work activity [3,31] Moreover, we also independently tested a
lower (half-logarithm) and a higher {hali-logarichm) concentra-
tions. Finally, lidocaine 1 mM was added to the bath aiming o
block amy neuwronsl activity, as a3 comtral of the viability of the
slice,

All recordings were digitized ar 3-9KHz and were stored on
a persomal compuzer with an acquisition system from Magional
instraments (Assrin, TX, 1SA ) using custom made software
designed in the LabView environment. The recordings obtained
were analyzed off-line by performing classical power specrmens
analysiz [331]. Segments of 55 were analyzred using a Rapid
Fourier Transform Algnrithm, with 3 Hamming window, in Clamp-
fit {Molecular Devices) The power spectra, from 1 o 60 Hz, were
Integrated. Data are expressed as mean +SEM. To test for staris-
tical differences we used AMOVA and Student™s f-test using the
GraphPad Prism software package.

3. Resulis
Bach application of kainate 200 nM produces oscillatory activ-

ity in hippocampal slices, which exhibit variable peak frequency
averaging in 18,1213 Hz (beta-like activity, Fig 1. left power

spectra) Kainate also produces a stable imcrease in power that
resches 518.4 L 120 09% of control {n=12) Once oscillatory activity
remained siable {usually after 30 min of kainaie applicagion), we
initially bath applied either freshly dissolved, mostly monomeric,
AP g5 (1 b, |31]) or oligomeric AR, (1000, |3]) and quan-
tified their effecrs after 30min of constant application, which
correspand to a steady-state effect {which is already reached after
15min from the beginning of AR application) [3.31]. As shown
im Fig. 1. both AR peptides significantly reduced the power of
kainatre-induced oscillatory activity to 1216+ 4 3. 4% of control after
applicamon of APy 35 1M (A=35, Fg. 1A) and to 183.6 £ 79.0% of
control after application of AR y_ip 10nM (r =7, Fig. 18] More that
such reducrion was very similar despite the difference in concen-
rration used. Such redurrion in power was nor accompaniad by any
change in oscillatory peak frequency (17.2+4.0Hz after applica-
thon of Afizs_3s, and 17.7 £ 1.0Hz after application of ARy We
also rested a lower and a higher concentrarion [ half-logaririim)
of barh poprides and rhe dara is summarized (o Fig 3A and B,
respectively.

In a separate set of experiments, rising extracellular potas-
sium concentration from 3 to 5mM produces oscillatory activity
with 2 peak freguency of 1686213 Hz (Fig. 2, lefi power spec-
ral High extracellular poassinm also produces an Increase in
powwer io 2209 £ 32 0% of condrel [ n=10). Once oscillatory activity
remained stable {after 30min of increased exiracellular potas-
stum) we initially bath applied either monomeric Afys_ s 1 M
or eligomenc AR, 4 10nM. As shown in Fig. 2. there are differ-
ences in the effect of those AR peptides on potassium-induced
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oscilarory acriviny. Af- s | pM did nor significantly reduced
the power of the potassium-induced oscillarory activiry, which
remained in 205 5 £ 73 0% of centrol after application of the pep-
tide{m=5, Fig 2A). In conirast, AR,_;p 10 0M reduced the power of
the potassium-induced oscillatory activity o 692 £ 22 7% of con-
trol after application of the pepride {n=5, Fg ?B) The reducrion
in power produced by ARy 43 was not accompanied by a change
in oscillatory peak frequency (177 £ 1.0Hz) In contrast, despiie
the lack of effect on power observed after application of ABs 35
1 pM, such pepilde significanily inoreased the peak frequency o
206+ 1.0Hz We also tesied a bower and a higher conceniration
(a half-logarithm ) of boih peptides and the data is summarized in
Fig 3A and B, respectively.

Despite the fact that we have previously shown that different
AR peprides may affect hippocampal network activity with dif-
ferent potencies, reaching similar inhibitory effecis with ABi_4
10 nM and ABas s 1B [1.31], we tested different concentrations
of the used AP peptides, and quantified their effects after 30 min of
constant application [3.31] The results show that AR,_y; requires
low nM concentrathons o inhibit network acriviny induced either
with kainate or wirh porassium (Fig 3} However, we did not find
clear concentrarion-dependant inhibition of induced-hippocampal
nerwork activity of the used peptides as we did before on spon-
taneous hippocampal nerwork activity [3,31] We also confirmed
thar Afgs 3 I8 less porent and requires high ni or even low pM
roncentrartions o reach its effecrs (R, 3,311 ) Moreover, we found
that AP35 does mot affery potassium-induced bera-like arriviry
at any of the conceniration tesied (Fig. 3)

A iscussion

werall, our resulits show rhar different AR species differentsally
affect similar hippocampal oscillatory activaty. Our data pariially
corroborate previous findings showing the amyloid beta pepride
may interfere with oscillatory nerwork properries |3,5,7,26,31 | and
goes further by sugeestimg that the effacts of amyloid pepride
might be specific for certain amryloid peptides and certain osalla-
tions [8]. We found thai whereas kainate-indsced oscillations. are
affected by the two pepiides tested, potassium-induced oscillations.
are resisiant o0 Afyg 35. Despite the extensive literature showing
thai the effects produced by ARz 35 are mostly reproduced by the
full-length sequence [5.9,10,12,18,25.30,32 40-42.48,50]. there are
reports showing that this is nor always the case. For instance, it
has been shown that the reduction in long term potentiation (LTF)
produced by oligomeric AR _s is not reproduced by AR5 3z [34].
In contrast, whereas freshlly dissolved APes 35 induces intracellu-
lar actin aggregation and alters axonal transport, freshly dissofved
Af_yx does nor [17]). Same scenario oocurs wich the increase in
intracellular cabcivm observed after applicarion of Af,5_35, which is
ot reproduced by AR, _go [21]. These differences are not restricted
10 Afpg 3z amd AR, _ g but alse incdude AR, _g- For Instanee, ir has
been found that whereas both Afes.xs and Afa-g reduce syn-
chrenous acrivity in hippocampal cultures, APy_gp does mot [35].
All these evidences, along wich owrs, support the idea thar different
amylodd peprides may affecr different malecular or cellular rarpers
and therefpre, those differences may explain rheir diverse effecrs
on a pariicular physiolegical evenis [2,17.21,30,34-3648]. Unfor-
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tunarely, ar rhis point, we da mor have evidence as o which the
spexific cellular processes are specifically affected by AR pepudes
used inthis study. By looking at the cellular correlate of the effects of
the AR peptide we have found that both A5 35 and AB)_g reduce
synaptic transmission [3.31]. In contrast, just ARy affert pyra-
midal newron firing (unpublished data) whereas does not ABxs 35
|31 ] However. this is just one of several possible differential targets
that need to be rested.

To make this picrure more complicated, there is evidence that
similar physialogical processes, relying on slightly different cal-
lular substrates, are differentially afferted by anvyloid pepisdes.
For instance, ir has heen found rhar AB3s 3s reduces LTP, in Wis-
tar rats, when this plastic change is induced by weak but not by
strong stimulation protocol [11]. In the same report it was shown
that APs.ys did not impaired LTP, at any stimulation pretocel,
in a different rat strain [11]. A similar finding was obtained in
LTP produced by different stimulation protocols {retanus vs. theta
burst, [39]) or by coapplication of stimularian plus nicotine [47].
Despite these contradictory findings, the study of the differen-
tial effects of different AR species acquires great relevance due to
the fact that senile plagues contain different AR sequences, being
AP 1_sn and AP g the most abundant but also including Afzs 35
and other sequences [13.23,32]. It is known that AD patients can
alsp accurmulate both Af—e to and Afss3s [13.20]. As mention,
Afys 35 produces similar effects to those produced by the full-
lengrh sequences(for instance AR y_g ) regarding cell dearh [32,50],
neurite armophy [12.42] synapric loss [12,42], as well as disrup-
thon of synaptic plasticity |9,10,18], and memaory [£.2540,41,49].
Despite the fact that Afiys_zs Is less abundant in the brain of AD
patients, compared to the full sequences, it is known that is more
soluble, easier to inject in vive and produce a faster effect than
ABi.o [46].

As mentioned, based on our data and the evidence from
other laboratories [17.21.34.35) we propose that the differential
effects produced by different amyloid peptides on similar evoked
oscillations are based on putative different cellular mechanisms
involved in the generation of those oscilations. As mentioned,
it is well known that different cellular mechanisms are involved
in the generation of similar oscillatory network activities (for
review see Refs. | 33,44 48] ), which explains why those oscillations
show different pharmacological sensitivities [4,27]. Despite the
fact that kainate-induced and potassium-induced network oscil-
lations seem 1o be produced by quite similar cellular mechanism
|8, 14.24.43], there muss be some slight differences in the parnci-
pation of some putarive cellular mechanismes that are differenrially
affected by amyloid peptides, For instance, it is know that wheseas
kainate-induced oscillations require the activation of particularly
fast-spiking Intermeurons |33.44.4548], which Is stll unknown
for potassiwm-induced oscllations. High-potassium application ts
an unspecific cell-activation procedure that may produce oscilla-
tions with different pharmacological sensitivity compared to those
induced with mare specific procedures (Le. kalnate). Recent reports
[1,28] have shown thar AP specifically affects different popalations
of interneurons in transgenic mice as well as in humans. It is still
necessary o test whether or not acute application of different AB
peptides affects different subpopulations of hippocampal newrons.

In conclusion. our findings support the idea that amyloid pep-
tides produce specific cellular alterations, rather than global and
unspecific alteration of network activity. This open the possibil-
ity 1o explore which are the cellular and molecular mechanism
involved in the effects of amyloid beta thar are associated to the
alreration of particulas oscillarions and particolar cognitive pro-
cesses. Owr findings, along with others, also suggest that there
might be amyloid-resistant oscillatory processes that musi be pro-
moted as a therapeutic approach once other osallations are already
affected during the curse of Alzheimer disease.
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Amyloid Beta 1-42 Inhibits Entorhinal Cortex Activity in the Beta-Gamma

Range: Role of GSK-3

Fernando Pefa-Ortega'™*, Angeles Solis-Cisneros', Benito Ordaz'”, Hugo Balleza-Tapia' and

Juan Javier Lopez-Guerrero’

'p eportaments de Nenrobioplogie del Desarrollo v Newrofisiologia, Instinuro de Newrobiolpgia, UNAM-Campus Furi-
gridilla, Méxion; "Dqst:ﬂmnreﬂm e Formmacofologla, Clavecrav-IPN. Mexica

Abstract: Oscillatery activey in the emorhinal cortex has been assocated with several cognitive functions. For example,
Alrhemmer Disease-associated cognitive declme has been related w amyloid beta-imduced distorbances in severl of these
oscillmory patterns, We have previously shown that acute application of amylosd beta inhibits the generation of slow-
En:qlmi:'_v oscillatsons (V=20 Hz) In contas, altermbons o faster osallations reconded i A bdhemmer Dhseasestranigemnc
mi:cll:uium‘nﬂq:l:n!mlybi[!tzhhmhem condniryerszal Since fransgpense e may pridoce conmplex responises due
bo compensatory mechanisms, we tested the effect of acule applicabion nfa.nq'Lnlll beta on fast ozcillatzons {betamgamma
burmsts) generated by emorhinal cortex slices im vitro @ My -free eolution. W alzo explored the participation of the en-
ayme glyeogen synthase kinase 3 (GS5K-3) in this effect. Our results show that bath spplication of & clindcally relevamt
concentration of amyloid bera (10 n%l) acuivates GSK-3 and reduces the power of beta=gamma burses in the entorhinal
corex. The reduction of beta-gamma bursts by amyloid bela 15 blocked by inhibating GSE-3 ather with |shiam or with
SH 216763 Our results suggest that amyloid bela=induced mhsbenon of entochmal corfex beda-gamma activily mvolves
GSE-3 activatson. which may provide a malecular mechanram fisr amylosd beta-mduced neural network disruption and

support the use of GSK3 mbiboiors to tread A bhemer Diseaie.
Kevwords: Alzhcimer's discase, gamma oscillafions, network activity, amvieid beta protein, GSK-3, lithim.

INTRODUCTION

Entorhinal coriex oscillations in the bets-gammma range
(20-80 Hz) have been associated with several cognitive func-
tions, such as binding, lcaming, memory, attention, cic. [1.
2] and alterations. in this activity have been closely related o
the cognitive decline observed in patients with Alzheimer
Disease (AD) [3-9] It is alwo known that the alteration in
corical funciion closely correlates with the increased levels
of soluble amyloid beta protein [%-11]. Accordingly, recent
reports hiave shown that slices from animals over-expressing
the mutsted human smyloid precursor protein (APP), and
consequently producing high levels of amyleid beta, have a
deficit in the induction of oscillations in the beta-gamma
range (15-800 Hz} [12], but the animals have o deficit in
generating sharp waves and ripples i vive (130-300 Hz)
[13]. It is known that similar oscillatory patterns, Le., those
that are in the same frequency band but rely on slighily dif-
ferent cellular mechanisms, exhibit differential sensitivity to
several phormacological manipulations [14, 13], including
mcate amyloid beta opplication [16]. We have previously
shown that acute application of amyloid bew inhibits the
generation of spontanesus network activity (7-12 Hz) [17,
18] as well as beta oscillations | 15-20 Hz) [16]. However, in
view of the evidence that different types of oscillations might

*address 1o this author ot the Deparmments & MNeumbicsko-
gia del Dezarmollo y Neurofisiclegis, Instiinto de Neusobinlogia, Universi-
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be differentially affected by amyloid befa, omne am of the
present sfndy was to test whether or not amyloid beta affecis
beta-gamma oseillaiions in the eniorhinal coriex. The other
aim was io explore the participation of the enzyme glycogen
synthase kinase 3 (GSE-3) in amyloid bea-induced disrp-
tion of entorhinal network activiry.

The modecular mechanisms by which amyloid beta inter-
feres with network activity remain largely onknown [ 18, 19].
GSK-3 has heen widely implicated in Alzheimer’s disease as
well a5 the effecis of amylod beia [20-31]. NMumerous
siudies have demonsirsied that amylowd beta activaies (5K -3
[1%, 22-34] and thai this activaiion comsiiivies 8 major link
between the two histopathelogical markers of AD {amylowd
bewn and Tauw) [27. 28, 33, 34]. Moreover, amyloid bea-
induced setivation of GSK-3 not only promotes the phos-
phorylation of Tau, but also medistes several other patho-
logical actions of amyloid beta, such sz mduction of cogni-
tive impainment [25-50] and glial activation [27. 28] & well
25 inhibition of long-term potentiation [29] and poientiation
of long-term depression [31]. So far, there s no evidence of
GSE-3 imvolvement in amyloid beta-induced disruption of
ncural network activiey [12, 16, 17, 35]. Thaos, in the present
study. we examined the role of GSK-3 in the actions of amy-
loid beta on gamma bursts reeorded in the entorhinal cortex.
First of all. we hypothesized that acote bath application of a
clinically relevant ooncentrafion of amylosd beta (10 nh)
would activate GSK-3 and consequently would lead o the
reduction of the power of beta/gamma bursts, which would
be prevented by blecking GSK-3 cither with its non-specific
inhibitor lithium [36] or itz more specific inhibitor SB
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216763 [26] I so, our resnlts would suggest that amyloid
beta-nduced inhibition of eniorhinal cortex bets-gamma
sclivity mvolves GSK-3 activation and would support the
use of lithinm in AD weatment,

MATERIALS AND METHODS

We performed the experiments using  hippocampus-
entorhiinal conex slices obtained from 3- to 4-weck-old Wis-
tar rats. The experimental protocols were approved by the
Local Commitices on Ethics of Animal Experimentation
(CICUAL-Cinvestay and INB-UNAM) and followed the
regulations established in the Mexican Official Norm for the
Use and Care of Labomatory Animals (*“Norma Oficial Mexi-
cana” NOM-062-Z00-1999). All snimals were housed ai
22°C and maintained on a 12-h:12-h hght/dark cycle with
free access to food and water.

Amyloid Beta Preparation

Amylosd betay s> was obtained from Bachem ( Heidelbera,
Coermany) and oligomerized through a standard protocol
described earlicer [18, 37]. Briefly, 1.1,13.3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIF) was added 0 solid amyloid beta; o at 2
final peptide concenmration of | mM and incubated for 60
min at room emperamre. HFIP wes allowed 10 cvaporaie
overnight. and a 5 mM solution of amyloid beta was pre-
parcd by adding DMSO. This solution was diluted with FI2
medium to reach a final concenration of 100 M. and then
inmhaxedmi'ffur!«lh,ﬂhwadbymﬁﬁsglﬁmm
14,000 = g for 10 mn in the cold, The supernatant, contain-
ing the amyloid beta oligomers, was collected, charactenized
by electrophoresis, and showed the presence of bath amylodd
beta monomers and oligomers [3, 18, 37T).

Slice Preparaiion

To obein hippocampus-entorhinal corex slices. animals
were anesthetized with sodium pentobarbital (63 mg/Kg.
intraperitoneally), perfused transcardially with cold protee-
tive saline contammg 238 mM sucrose, 3 mM KOl 2 S mM
MgCly, 25 mM NaHCO;, and 30 mM D-glucose, pH 7.4, and
bubbled with carbogen {(95% O3 and 5% C0Os). Then, the
amimals were decapitated; their brams were removed and
dissected m ice-cold aruficial cerebrospinal fluid (sCSF)
containing 119 mM NaCL 3 mM KCL, 1.5 mM CaCl,, | mM
MyCh, 25 mM NaHCOx, and 30 mM D-glucose, pH 7.4, and
bubbled with carbogen. Ome cerebral hemisphere was
mounted onto an agar bleck with a 30° inclination. and hori-
2ontal 400-pm thick sliees, containing the emorhinal cormex,
were cut with a vibratome (Vibratome, St Louis, MO,
LS. A). Control slices were left to recover i alC’SF st room
temperature for at least 60 min before any further expenimen-
al manipulation. Treated slices were left w recover in iden-
tical aCSF but with added Ethsum (2, 3. 5, or 10 mM) or SB
126763 {10 nM).

Populsation Recordings

For cxtraccllular fiedld recordings, the hippocampus-
entorhinal corex slices were wansfierred 10 8 submerged re-
cording chamber continususly perfused at 17-20 milfmin with
oxygenated, magnesinm-free aCSF [38, 30] ar 30 + 2°C
(control slices). The escillatory activity mduced under these

Pedo-Orirga et al

conditions is highly reproducible, robust, and lasts for sev-
eral hours [38, 39]. Such activity seens w rely on intrinsic
bursting neurons as well as on the activaton of NMDA re-
ceptors [38, 39]. Treated slices were perfused under the same
conditions but in the presence of lithium (2, 3, 3, or 10 mM)
or SB 126763 (10 nM). The field recordings were oblained
with suction clectrodes filled with magnesiam-free aCSF and
positioned on the superficial layers of the entorhinal cortex.
The signal was amplified and filered (highpass, 0.3 Hz; low-
pass, 1.5 KHz) with a wide-band AC amplifier (Grass
Instraments, Quincy, MA, US A ). This raw signal was also
rectified and ntegrated using an dectronic filler (time con-
stant of 30-50 ms builk by JFI elecironics at The University
of Chicago) [40, 41]. Entorhinal cortex acuvity was reconded
for 15-20 min w establish the baseline in zach slice; 10 oM
amyloid beta was then added w the bath, and i effect was
followed for 60 min. Fmally, | mM hdocaine wes added to
ihe bath o block sny neural activity, as a control of the wi-
ability of the slice.

Western Blot

To evaluate GSK-3 phosphorylation, slices were placed
n frozen tubes and homogenized in ice-cold lysis buffer
coatsming” 50 mM Trizma Bsse 150 mM NaCl, |1 % Tnion,
0.5 % SDS, 25 mM NaF, | mM NaP:0y. 10 mM NayVO,,
20 mM f-glycerophosphsie, and protease inhibitors (Com-
plete Protease Inhibitor Cockiail Tablets; Eoche: Mannheim,
Germany). Samples were pre-cleaned by cenmifugation and
stored at -80 °C. For electrophoresis, cell homogensies were
batled for 10 min and centrifuged for 5 min. After adding 2X
Laemnli sample buffer (Sigma-Aldrich, Se. Louis, MO), 13
L per lane of the wotal homogenate was oaded omto a 10%
SDS-PAGE gel. After electrophoresis, proteins were trans-
ferred omto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA) and were incubated fos 1 b in a blocking
buffer consisting of TBS-T (20 mM Trizma base, 137 mM
NaCl, and 0.05% Tween, pH 7.6) and 73% nonfat dry milk.
phospho-GSK-3o/f (Ser21/9) mbbit polyclonal antibody
(Cell Signaling Technology. Inc., Danvers, MA) dilmed in
TBS-T buffer at 4°C. Afier this. the membranes were
washed twice with TBS-T and mwice with normal TBS (20
mM Trizma hase and 137 mM NaCl, pH 7.6), then incubared
with the horseradish peroxidsse-conjugaiad secondary anti-
body (goat anti-rabbit 1gG-HRP Ab; SantaCruz Biotechnol-
agy, Inc, Santa Cruz, CA) at a 1210 000 dilutwon in TBS-T
for 1-2 hr. Prodeins were visualized using Western Blot Lu-
minol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Ine.). The mem-
branes then were reanalyzed for tota] GSE3[ using the GSK-
3B (27C10) rabbit monoclonal amibody (Cell Signaling
Technology, Ine). To do 50, nitrocellulose membrnes were
stripped in & buffer solution (containing 0.070 mL 2-
mercaplocthanol. 2 mL 10% SDS, 1.26 ml 0.5 M Tns, pH
6.8, and 6.67 mL deionized water) for 30 min &t 30°C with
oecasional agitation. Afier this, the membranes were washed
four times with deionized water. twice witk normal TBS, and
then processed as described above.

[ata Analysis

All recordings were digitized a1 3-0 KHz and stored on 2
personal computer with an acguisition sysiem from National
Inseruments (Austin, TX, U.SA) by using custom-made
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software designed in the LabView environment. The record-
ngs obtsined were analvzed off-lme by performing classical
power spectrum analysis [17, 41-43]. Scgmenis of 60 scc
were analyzed using a Rapid Fourier Transform Algorithm,
with a Hamming window, in Clampfit (Molecular Devices)
The power spectrs, from | 10 120 Hz, were integrated and
normalized 1o the control, e, the contral power spectam
was imegrated, and this value was arbitrarily set as [00%.

Quantification of blots was carned out by scanning the
phoiegraphs and caleuluting optical density (OD) with Im-
age) 1430, and is presented in arbitrary units (au.). To ob-
min the GSK3@ phosphorylation ratio. the OD of phospho-
GSK3f was divided by the OD of total GSK3f for control
and smylosd beta conditions.

Daia are expressed as mean = SEM. To test for siatistical
differences, we used ANOVA and the Student's-1 test for the
non-pormakzed data. In the case of normalized data we have
used the Wilcoxon rank sum test using the GraphPad Prism
software package,

RESULTS

As previously n:pon:cd [3%, 39], incubation of eniorhinal
conex slices in & Mg' -free solution induces spontancous
barsts of po activity that eccur with a frequency of
003 £ 001 Hz and have a duration of 188 £ 7.0 sec (N=11
Fig. 1A). The power spectra show that the activity is domi-
nsted by 3 broad range of frequency components that f=ll
mto the beta-gamma range [1, 2, 12]. Considering the wide
range of frequencies present during the burst of population
activity, we found that the peak frequeney (frequency with
maximal power) was 38 5 + 3.6 Hz (N=10). This activity is
highly reproducible and robust, and it persists unaltered for
several hours, s previously reporied | 38, 39].

Apphication of 10 nM amyloid beta alters the generation
of beta-gamma burst activity by the catorhinal cortex. Afier
60 mun of continuous application of 10 nM amyloid beta.
bursts oocur a1 significantly lower frequency (011 + 0.03
Hz; p < 0.05) and have significantly shorer duration (9.5 £
3.3 sec; p < 0L05). Howevwer, the net effect of 10 nM amyloid
beta on beta-gamma burst activity is a reduction in power io
3535 £ 12,1 % of conwrol (N=10; p < 0.03). As previoushy
reported for ether oseillsory sctivities [16, 17], 10 oM amy-
loid beta reduces the power of the population activity but has
no preferential effect on a particular frequency domain Fig.
(1). The peak frequency of the beta-gamma barst in the pres-
ence of 10 nM amyloid beta (42.1 + 6.3 Hz; N=10) is noi
differcnd from that produced in control conditions. The effiect
of amyloid beta was specific for the normal sequence (1-42),
since application of the inverse amyloid beta sequenee (42-1;
Fig. 2p did not affect hets-gamma burst frequency (1266 =
316 % of control; N=10; Fig. 2), duration (1357 + 185 %
of control; N=10; Fig. 2), power (121.2 + 15.7 % of conirok;
N=14; Fig. 2), or peak frequency (40.3 £ 3.6 Hz N=10; Fig.
1).

Treatment of shees weated with 10 oM amyloid beia as
described in Fig. (1), significantly reduces phosphorylation
of GSK-3j§ &t serime residue 9 (N=T; p < 0L.05; Fig_ 3). This
result is consistent with previous observations m other sys-
tems [19, 32, 34] On the other hand, the inhibition of GSK-

Cwrvers Algheimer Rescarch, 12 Vol 9 Na 7 32

T

A Control

e

Amyloid Beta 10 nM

LN 0

L] W & N

¥ W M & 4 ® B & b |

Deysgyo
Fig. (1} Enterhinal coriey generaies gamma bursis which are
imhibited by amyloid betn. A. Populstion recordings oboained
from the superficial byers of the entorhinal conex (EmCm) in con-
trol conditions (black races) and after bath spplication af amylod
beta 10 nM (gray traces). In ench case, the lower races represent
the raw signal, and the upper traces represent the rectified and mie-
grated signal. Note that entorhinal cortea activity shows a vanety of
frequency components that can be included m the gamma band. B.
The power spectra of the recondings presented in A shows that amy-
loid beta reduces the power (groy spectrum) of the entorhmal activ-
ity compared 1o control (black spectrum). The msct 18 the guantifi-
catson of the normalized power (25 % of control) after amylowd beta
apphcation (N=10)L * indicaties a sagnificant dafTerence compared 1o
caomtrd (p < 0.05),

3, either with the non-specific inhibitor Lithium or with the
specific mhibitor S8 216763, partially prevents the smyloid
beta-induced aherations in beta-ganima burst activiry Figs.
{4, 5) As exemplified in Fig (4), beta-gamma burse activity
is mot affected by 2 mM lthium (N=6); beta-gamma burst
frequency (002 = 0.02 Hz; N=6) and dumtion (15.1 = 5.6
=ec; N=6) are mot different from those observed in control
slices (compare with Fig. 1). However, 2 mM lithium par-
tially prevemts the effect of amyloid beta on beta-gamma
bursts. Although amyloid beta still inereases the frequency of
beta-gamma burss (1o 244.4 + 805 % of conmrol; p < 0L03;
N=5), it docs not affect thew duration (3730 £ 2063 % of
conirol; N=6) and, furthermore, lithium sbolshes the reduc-
tion in beis-gamma power due to amyloid beta (1344 £ 323
%o of conwol, N=6). We also tested two higher concentra-
tons of lithium and found hasically the same results_ In the
presence of § mM (N=T)and 10 mM (N=6) lithium_smyloid
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beta does not affect beta-gamma power (1040 + 241 % and
113.2 = 15.6 % of control, respectively; Fig. 5).

A

g |

Comntrol

)

0 wh

Inverse Amyloid Bata 10 nM

. _

Condrol e —_—
Arversa Amyiood
Feta 10 nM

TE m dn B2 m a3 3 @ ap 4 %8 m o om oW
I reqaanesy (M)

Fig. (25 The inversé amybeid beln sequence does ool e
gammma burst generation in the entorhinal oortex. A. Populabon
reconbings oblzined from the superfoal layers of the endorhanal
cortex 18 comlmol condibons (black traces) and after batk applcation
of the mverse amykond beta sequence 10 aM (gray os). In exch
case the krwer races represant he mw wgmal, and the upper races
represent the rectified and integrated signal. B, The powar spectra
of the recondings presented m A show that the inverse amyloid beta
sequence does not affict the power (gmy spectrum) of the entorhi-
mal achivily compared bo cominol (biack spectruom). The msel 5 the
quaniificabion of the normabeed power (as % of comtrod) afler me
werse amy loud beta sequence apphicataon (N=T).

r v FrrT

anricid pala 4 - .
I ccoSE 2
L=l z

L= 1]
Cartill_samyick bom

Fig. (3} Activation of GGSKY in emtorhinsl slices by scofe appli-
calion o amiyloid beti. A Westen blol of total cell hysales [romm
enjorinal slwes amslyred for phospborylabon crdtpﬂ FRLESE 3 IEE, Ry
well = for wal GSKIF(EGSKI[L B Quantification of GSE3J
serime phosphary btien 1o response o amy kid beta resmment (n=T).
* mdscaes o sgmificant dilfference compared o caatrol (p < 0.05).

Finzally, the specific inhibition of GSK-3 with SB 126763
prevented the alterations in beta-ganuma burst sctivity in-

PefhaiPricga of al

duced by 10 nM amyloid beta Fig (5). Beta-gamma buarst
frequency (0L0S = 0.02 He; N=8) and dwraiion (11.3 £ 3.5
sec; N=H) m ihe presence of 5B 126763 were not different
from those observed in contral slices (compare with Fig, 1).
However. SB 126763 (10 nM) abolished the effect of amy-
loid Beta on beta-gamma bursts. [n the presence of SB
| 26763, amyloid beta does not affect either fregueney (1163
+ 24 3 %% of conirol; N=8) or duration of beta-gamma bursis
{1284 + 261 %% of contral, N=8}. Likewise, amyloid beia
had no effect on beta-gamma power in the preseace of SB
126763 (868 + 16| %% of conirol; N=8; Fig_ §)_

A Cantrol (Lithium 2 mM)
T Pouamtign | |
i '
13 sy
Amyloid Bota 10 nM
hahl Joumals |
= J
i
o g Cantral {Lithium ¥ mid)
ke o] e Armyiold Baka 10 i
£
I
L e s
T recymaney fHe)

Fig. (4 Lithiom previnds the gamma burst inhibition induced
by amyboid beta in the entorhinal corlex. A. Populabion mecord-
ngs obkined rom the ssperficial layers of the enlorfinal coriex 1m
controd conditions (slices prestreated with hithsom 2 mM; black
traces) and after bath applscaiiom of the amylow beta 10 oM (gray
trcex). In each case, Bhe bower Brces represend the mw sagnal|, aod
the upper traces represent the recified and imtegrated signal B, The
power spectra of the recordimps presented in A chow that m the
presence of luthium, amylowd beta does not reduce the power (gray
spectium) of the emorhinal achwity compared 0 conbrol (black
spectum) (N=6). The mset s the quanbificaton of the nomolbzed
power (a5 % of control)y afier amylood bela spphcation m lhe press
ence of lithmm.,

DISCUSSION

The purpese of the preseni study was fo test the hypotle-
sig that amylosd betz wall activaie GSK-3 and conscguenily,
rodiuce the power of beta-gamima bursts, and that this rediuc-
tiom will be prevented by blocking GSK-3 either with its
non-specific inhibitar lithium [36] or its more specific inhibi-
tor SB 216763 [26]. Our results show that acute application
of amylosid beta reduces bets-gammea burst activity recorded
in the entorhinal conex and that such inhibition invelves the
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sctivation of GSK-3. These findings may help o explain the
cellular mechanizms involved in amyloid beta-induesd dis-
ruption of neural network zctvity, and possibly s carly
deleterions effects on cognition, as well a5 provide support
for the wse of GSK-3 mhibitors in the wreatment of Alez-
heimer's disease (AD),

o_ T

CECTE B R B e -.-".T.-.

g

(% of control)

Power 1-120 Hz
£

limve rse Ay boid
Adn s loidl |seta
Litiam 2 mM
Litiam & mAl
Litium B0 mbd
*BH 126765 10 mM

+ Amyloid beta 10 niM

Fig- (5). GSK= s mivolved in the inhihiion of gamna barst by
amyloid beia in the entarhinal cortes. A sommary of the quaniie
frabon of the nomalired power (as % of control) after amylasd
bets application (N=10), invers: amybkeid beta sequence application
(M = T, 2nd applecation of amylodd beta in the presence of different
concentrations of the nop-specific (SE-3 inhibitor lithium at 2 m&d
(N = &, 5 mbd (N=T), and 10 md (N = 6) az well us the xpm:i.ﬁ:
GEK-3 inhibitor SE 126273 10 mM [Ne=E), Note that either lithium
or 5B 126273 prevents the mhibition of enworhinal corex activiry
by amylosd beiz. ® mdicstes a sgaificant differnnce compared o
contrel (p < 0.03)

The Cellulzr Mechanisms involved in Amyiold Beta-
Imdweed (GSE-3-Medisted) Inhibition of Betsa-Gamma
Acctivity

As mentioned in the inroduction, GSK-3 activation has
glready been implicaied m amyloxd beiz-induced disrupton
of neural function and AD [20-34]. Here, we present the first
demonsiration thai amyloid bets-indwced inhibition of net-
work oszcillations also mvolves the activation of GSK-3,
which raises itriguing possibilities abow the eellular
mechanisms involved. We have previously shown that amy-
loid bets-indocsd inhibition of acrwork oscillations core-
lates with a reduction in symaptic ransmission and that this
reduction is mediated by a presynaptic effect of amyloid beta
[17. 18] Comcidentally_ it has been shown that both amyloid
beta [44-46] and GSE-3 activation [47] alter presymaptic
sctivity by inhibiting PAQ-type Ca®™* channels as well as by
aliering SNARE funciton. Thus, i 15 possible that amyload
beia and GSK-3 share common molecular targeis; aliema-
trwely, as supported by our data, amylowd beta may alter the
neurpnal network by activating GSK-3, therehby modulating
s moleculer iargeis. This scenario might explain poi ooly
our daia, but also the synaptic plasticity alterations induced

Currem Aizkctwier Researchk, 2012, Vol %, Na. 7 8

by amyloid beia, such as the increase in kmg-term depres-
sion [31] or the decrease in long-term potentiation [29]
These effects are not only mediated by GSK-3 [29-31], b
they are also mimicked by the independent activation of
GEK-3 [31, 48-31]. Specific experiments are needed o test if
this is just coincidence or if it constitutes & mechanistic rela-
tionship between the actions of amyloid beta and GSK-3 on
apecific molecular targets that affect meural function and
plasticiry.

GSE-3 Involverment in Amyloid Beta-lndaced Neural
Netwaork Diysfunction. Basic and Clinical Relevance

Oer observation that amyloid bets reduces beia-gamma
oscillations in the entorhinal cortex, along with our previous
findings that amyloid beta reduces a variety of oscillatory
patterns in the hippocampos [16-18] and the medial seprum
[35, 321 supporis the notion that amyloid beta has an carly
inhibitory effect on the oscillatory properties of several eir-
cuits thas might uhimancly be reflected in the EEG slowing
observed in AD patients. which closely correlases with the
cognitive decline observed i these patients [3-8] I this in-
terpretation is oorrect, finding the molecalsr mechanisms
involvad in this disruption might revesl molecular argets 1o
either prevent or revert the cognitive dysfunction in AD,
Based on our findings snd those of others. one sich target
miight be protein kinase GSK-3.

Inhibition of GSK-3 was proposed for AD therapy long
agn [53-5T], but our data segpest a mechanistic explanation
for the beneficial efficts of lithium in the early phases of the
dizease. The use of GSK-2 nhibitors to treat AD and other
neurodegenerative discases was onginally proposed based an
ithe sssumpiion that GSK-3 ig involved in newrodegeneration
[20, 54, 56, 57]. Without discanding this well-documented
possibility [20, 54, 56, 57], our resolis and those of others
support the notion that GSK-3 might also be mvolved in
early “functional” alicrations that are not necessarily related
1o neurcdegeneration and that might account for the early
symptams of AD [20-31]). Here, we show that the inhibition
aof GSK-3 prevems the amyloid bets-induced inhibition of
emiorhinal corex activity, suggesting that GSK-3 inhibition
might have a hemeficial effect on the EEG slowing and the
associaned cognitive dysfunction obscrved in AD patienes [3-
#]. It has already been shown that lithium treatment modifies
EEG activity [58-61], and clinical dats mdicate that those
patients who received lithium treatment early in life are less
likely to suffer from AD [&2 63] Moreover, three clinicsl
irials have shown a beneficial effect of thiom on the copm-
tive performance of AD patients [54, 64, 65].
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