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RESUMEN

Las funciones relacionadas con la corteza prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés),
incluidas la memoria de trabajo (MT) y la flexibilidad cognitiva (FC), se encuentran entre las
primeras funciones cerebrales que se alteran en las fases tempranas de la Enfermedad de
Alzheimer (EA). Asimismo, los modelos transgénicos de la EA, que son portadores de
diferentes mutaciones relacionadas con la EA, en su mayoria estan vinculadas a la
sobreproduccion de beta amiloide (AB) y otros péptidos, muestran sintomas conductuales
y funcionales prematuros asociados a alteraciones de la PFC medial (PFCm). Sin embargo,
poco se sabe acerca de los efectos especificos de la infusidn intracerebral o intra-PFCm del
AB en la MT y FC, asi como en la excitabilidad y plasticidad de las células piramidales de la
PFCm. Por lo tanto, aqui se evaluaron los efectos de una sola inyecciéon del AB, directamente
en la PFCm, o su aplicaciéon intracerebroventricular (ICV), en las conductas dependientes de
la PFCmy en las propiedades intrinsecas y sindpticas de las neuronas piramidales de la capa
V en rebanadas de PFCm. Encontramos que una sola infusion ICV o intra-PFCm del AB redujo
el aprendizaje y el desempefio en tareas de no igualacidn y de igualacién a la muestra con
retraso (asociadas a la MT); ademas de bloquear la FC varias semanas después de su
inyeccidn. De hecho, la reduccidon en la MT fue mas acentuada en el caso de la infusién del
AB en la PFCm, misma que se asocidé con la acumulaciéon del AB.Esta alteracién del
comportamiento se relaciond con un aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas
piramidales de la capa V de la PFCm, un mayor potencial sag, un aumento del potencial
post-hiperpolarizante rdpido, un aumento de la actividad sinaptica excitadora espontdnea
y una incapacidad para mantener la potenciacién sindptica a largo plazo, que incluso
condujo a la depresidn a largo plazo, tanto en la via hipocampal-PFC como en las sinapsis
intracorticales, sin importar el sitio de inyeccién. Estos hallazgos muestran que el Ap puede
afectar a la excitabilidad de la PFCm vy el equilibrio de la plasticidad sinaptica, dafnando las
funciones dependientes de la PFCm, lo que podria constituir la base de las alteraciones

tempranas de las funciones ejecutivas en pacientes con la EA.



ABSTRACT

Prefrontal cortex (PFC)-related functions, such as working memory (WM) and
cognitive flexibility (CF), are among the first to be altered at early stages of Alzheimer’s
disease (AD). Likewise, transgenic AD models carrying different AD-related mutations,
mostly linked to the overproduction of amyloid beta (AB) and other peptides, show
premature behavioral and functional symptoms associated with PFC alterations. However,
little is known about the specific effects of intracerebral or intra-PFCm infusion of AB on
WM and CF, as well as on pyramidal cell excitability and plasticity. Thus, here we evaluated
the effects of a single AB injection, directly into the PFC, or its intracerebroventricular (ICV)
application, on PFCm-dependent behaviors and on the intrinsic and synaptic properties of
layer V pyramidal neurons in PFC slices. We found that a single ICV or intra-PFCm AP infusion
reduced learning and performance in non-matching and matching-to-sample tasks with
delay (associated with WM); in addition to blocking CF, several weeks after its injection. The
reduction in WM was most potently reproduced by a single AB infusion into the PFCm, that
was associated with AB accumulation. This behavioral disruption was associated with
increased firing frequency of layer V pyramidal neurons in the PFCm, increased their sag
potential, increased rapid after hyperpolarizing potential, increased spontaneous excitatory
synaptic activity, and reduced the ability to maintain long-term synaptic potentiation, which
even led to long-term depression, both in the hippocampal-PFC pathway and at intracortical
synapses, regardless of the injection site. These findings show that AB can affect PFC
excitability and synaptic plasticity balance, impairing PFC-dependent functions, which could

constitute the foundations of the early alterations in executive functions in AD patients.



1 ANTECEDENTES
1.1 LaEnfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mds diagnosticada a nivel mundial
(Minger et al., 2001) y tiene como sintomas principales la pérdida de la memoria y el
deterioro progresivo de las funciones cognitivas (Cummings & Cole, 2002). De acuerdo con
la Organizacién Mundial de la Salud, la EA representa entre un 60% y un 70% del total de
los casos de demencia (“OMS | Demencia,” 2017). Actualmente, se estima que 6.5 millones
de estadounidenses mayores de 65 afios tienen EA y se proyecta que este numero se
incrementara a 13.8 millones en 2060 (Rajan et al., 2021). La EA es la causa nimero 6 de
muerte en los EUA (“2022 Alzheimer’s Disease Facts and Figures,” 2022) y se considera que
la mayoria de los paises industrializados enfrentardn problemas similares. En México hay
una incidencia de la EA del 7.6% en las personas mayores de 60 afios (Zuiiga-Herrera, E.;
Garcia, 2008).

La EA cursa con procesos irreversibles y progresivos de degeneracion neuronal en el
sistema nervioso central (SNC) (Weller & Budson, 2018); que ocurren particularmente en
estructuras que se encuentran en el I6bulo temporal medial, como el hipocampo (HP), asi
como en estructuras neocorticales (Selkoe, 2002).

La EA tiene como marcadores histopatoldgicos a los ovillos neurofibrilares; los cuales
son agregados intracelulares de la proteina Tau (Weller & Budson, 2018) (Fig. 1A). Ademas,
se presentan placas amiloides que, como su nombre lo indica, son agregados extracelulares
del péptido beta amiloide (AB) (Fig. 1B) (Selkoe, 2002). Aunado a estos cambios existe
activacion de la microglia y presencia de endosomas alargados en casi todas las neuronas
piramidales de pacientes con EA en fases tempranas (Knopman et al., 2021). Junto con estas
lesiones se presentan muerte neuronal, pérdida de sinapsis y pérdida de la integridad de la
redes neuronales (Golde et al., 2018).

El deterioro conductual de los pacientes, asi como los cambios estructurales del
cerebro durante la EA, se han relacionado, entre otros hallazgos, con la acumulacién del
péptido AB (Cummings & Cole, 2002). Inicialmente, se consideraba que la acumulacién en

forma de placas amiloides era la causante de los efectos deletéreos de la EA (Golde et al.,



2018; Gouras et al., 2014; Salgado-Puga & Peifa-Ortega, 2015). Sin embargo, parece que
son los agregados solubles del péptido AB los que se han relacionado con el deterioro

temprano (revisado por Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015).
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Fig. 1. Marcadores histopatoldgicos de la EA.

A) Microfotografia de seccidon de cerebro proveniente de paciente con EA, donde se muestran los ovillos
neurofibrilares (NFT por sus siglas en inglés) y las placas amiloides (recuperado de la Torre, 2016). B)
Microfotografia de una seccién de la PFC de paciente con EA donde se observan placas amiloides (recuperado
de Pelcovits et al., 2015)

1.1.1 El péptido AB

El péptido AB deriva del corte de la proteina precursora de amiloide (APP, por sus
siglas eninglés), la cual es una proteina integral de un solo paso membranal (Haass & Selkoe,
2007) que se ha relacionado con diversos procesos celulares, como el metabolismo celular
y el transporte axonal (Turner et al., 2003).

Durante la EA, existe una alteracion en el procesamiento proteolitico de la APP
(Hardy, 1997; Selkoe, 2002). La APP puede ser degradada por dos vias, una no patoldgica,
conocida como via no-amiloidegénica, en la que la APP es hidrolizada por la enzima a-
secretasa (Marzolo & Bu, 2009)o alternativamente, por la llamada via amiloidegénica
(patoldgica) que requiere de la enzima B-secretasa, y que se exacerba en la EA (Thinakaran
& Koo, 2008). Ambas vias requieren de la enzima y-secretasa para el procesamiento final
de la APP. Las vias de procesamiento de APP son mutuamente excluyentes (Spies et al.,

2012) y solo en la via de la B-secretasa se genera el AB.



En la via no amiloidegénica, el complejo enzimdtico a-secretasa genera un
fragmento N-terminal soluble a (sAPPa, por sus siglas en inglés) y el fragmento C-terminal
C83 (Skovronsky et al., 2000). El fragmento sAPPa es liberado en vesiculas intra- y
extracelularmente (Kumar-Singh, 2008). Por su parte, el fragmento C83 permanece unido a
la membrana, donde es procesado por la enzima y-secretasa (Thinakaran & Koo, 2008), la
cual produce el péptido p3 (también conocido como AB17-40/42) y €l dominio intracelular de
la APP (AICD por sus siglas en inglés) (Gandy, 2005). Esta via se considera no patolégica ya
que no se produce el AB (Spies et al., 2012) (Fig. 2).

Por su parte, en la via amiloidegénica, la B-secretasa produce una escision de la APP
que genera un fragmento N-terminal soluble B (SAPPB, por sus siglas en inglés) y el
fragmento C-terminal C99 (Gandy, 2005). El sAPPB también puede ser liberado intra- y
extracelularmente (Kumar-Singh, 2008). El fragmento C99 es hidrolizado por la y-secretasa
produciendo el AB y el péptido AICD (Kumar-Singh, 2008) (Fig. 2).

Durante el procesamiento proteolitico amiloidogénico de la APP, las especies
producidas mas abundantes del A son de 27 a 43 aminodacidos de largo; siendo las especies
de 40 y 42 aminodcidos (ABi-a0 Y AB1-a2, respectivamente) las mas abundante (Knopman et
al.,, 2021). Tras su produccion, el AB es secretado en el espacio extracelular como un
mondémero soluble que, sin embargo, es hidrofdbico (Innocent et al., 2010), por lo que
tiende a adoptar una estructura beta plegada y a agregarse en medios polares (Innocent et
al,, 2010). El APia2 es altamente propenso a agregarse, lo cual ocurre de manera
dependiente de la concentracién (Knopman et al., 2021). Aunque todas las células producen
ABi1-42, hay un incremento en la generacidon de este péptido ante una mayor actividad
sindptica, por lo que su produccién y liberacién esta regulada por la actividad neural (Cirrito
et al., 2005).

El AB, particularmente en su forma oligomérica, es téxico y pude interactuar con los
receptores metabotropicos de glutamato 5 (MGLURS) y los receptores NMDA (Benarroch,
2018). Ademas, el AB pude generar cambios patoldgicos en las espinas dendriticas, asi como

en la eficiencia sindptica (Knopman et al., 2021). Las interacciones del AR con diversos



componentes sinapticos genera dainos irreversibles en diferentes estructuras cerebrales

(Pefa-Ortega, 2013, 2019).
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Fig. 2. Procesamiento de la APP.

La APP puede ser procesada por dos vias proteoliticas diferentes. La via no amiloidegénica escinde a la APP por
medio de la a-secretasa, produciendo a los péptidos sAPPa y C83 (lado izquierdo). La via amiloidegénica utiliza
a la enzima B-secretasa para procesar a la APP. Este paso enzimdtico produce al segmento sAPPp.
Posteriormente, la regidn restante de la APP en la membrana es hidrolizada por la enzima y-secretasa dando
lugar a los péptidos AICD y AB, el cual adopta una estructura beta plegada hasta formar placas amiloides. La
formacion de oligdmeros solubles del péptido AB producira cambios deletéreos en el SNC. (Modificado de Spies
et al, 2012).

Considerando que la pérdida de la memoria es un signo caracteristico de la EA, se
ha prestado mucha atencidn al dafio producido en el hipocampo (HP) (Balleza-Tapia et al.,
2010; Faucher et al., 2016; Salgado-Puga et al., 2015) y los efectos del péptido AP sobre este
circuito (Balleza-Tapia et al., 2010; Bergin et al., 2015a; Li et al., 2009; Puzzo et al., 2012).

1.1.2 Efecto del péptido AB1.42 sobre la actividad eléctrica cerebral
Las investigaciones pioneras sobre la EA consideraban que eran las placas amiloideas
las causantes de los efectos deletéreos durante el curso de la enfermedad, y esto sentd las

bases de la “hipotesis amiloide” (Hardy & Higgins, 1992). En esta hipdtesis se considera que



el incremento en los depdsitos del AB, incrementa la vulnerabilidad al estrés oxidativo y
contribuye a la muerte neuronal (Bezprozvanny & Mattson, 2008). Sin embargo, no se han
encontraron correlaciones entre la densidad de placas amiloides con el deterioro cognitivo,
en etapas tempranas de la EA (Knobloch et al., 2007; Lue et al., 1999; Wilcock & Esiri, 1982).
Mas aun, se han encontrado placas en pacientes sanos que no presentan ningun tipo de
deterioro cognitivo (Jagust, 2016).

Evidencias posteriores han demostrado que, como se menciond anteriormente, son
las formas solubles del péptido AB las que producen cambios en la actividad de las redes
neuronales (Benarroch, 2018; Peiia-Ortega, 2013, 2019). Los cambios producidos por el
péptido AB incluyen la disminucién en la probabilidad de liberaciéon de neurotransmisores
(Gutiérrez-Lerma et al., 2013; Wang et al.,, 2009), cambios en la transmision pre- y
postsindptica (Cirrito et al.,, 2005; Tackenberg et al., 2013), cambios en la plasticidad
sindptica (Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Debanne et al., 1996; Puzzo et al., 2012; Salgado-
Puga et al., 2017; Smith et al., 2009; Taglialatela et al., 2015) asi como alteraciones en la
generacién de oscilaciones cerebrales (Balleza-Tapia et al., 2010; Gutiérrez-Lerma et al.,
2013).

En este sentido, la administracion de los agregados solubles del péptido ABi-42 en
modelos in vitro e in vivo han permitido modelar algunos de los efectos de dicho péptido
sobre los circuitos neuronales relevantes para la EA (Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2015).
Este tipo de estudios han demostrado que el péptido AP interactda con diversos canales
idnicos, como lo son los canales de calcio y los HCN (Benarroch, 2018; Gutiérrez-Lerma et
al., 2013). Ademas, como ya se menciond, el ABi-42 puede interactuar con receptores a
glutamato, particularmente con los receptores NMDA vy los receptores metabotrdpicos 5
(mGlur5) (Benarroch, 2018), asi como los receptores a-7 nicotinicos y los receptores de
insulina (Knopman et al., 2021). Dependiendo de la concentracién del AB, la interaccion con
estos receptores puede modificar las propiedades pasivas y activas de las neuronas (Y.
Wang et al.,, 2009). Por otra parte, los oligdmeros del AB, pueden interactuar con los

receptores de proteinas celulares pridnicas (PrP¢). Se ha propuesto que los complejos



AB/PrP¢ generan toxicidad sindptica, a través de la activacion de la fosfolipasa A2 vy la
produccién de prostaglandina E2 que contribuye a la neurodegeneracién (Bate, 2017).
Uno de los mecanismos basicos del funcionamiento celular del SNC mas afectado
por el péptido AP es la transmision sinaptica (Brown et al., 2005). En modelos transgénicos
que sobreexpresan a la APP vy, por lo tanto, sobreproducen el péptido AB (aunque también
otros péptidos derivados de la APP) existen alteraciones en la proporcién de los receptores
glutamatérgicos AMPA/NMDA en el HP, consistentes con una disminucion de los receptores
AMPA (Marchetti & Marie, 2011). Lo anterior, coincide con una menor frecuencia de las
corrientes postsinapticas excitadoras miniatura (mEPSC, por sus siglas en inglés),
dependientes del receptor AMPA (Marchetti & Marie, 2011). También, se ha reportado un
incremento en las corrientes entrantes de calcio (Keskin et al., 2017), desregulando el calcio
neuronal e incrementando la probabilidad de liberacidon de neurotransmisores en diversos
modelos transgénicos de la EA (Bezprozvanny & Mattson, 2008).
Por otra parte, la plasticidad sinaptica puede ser modulada por el péptido AB (Puzzo et al.,
2012; Salgado-Puga et al., 2017), aunque no existe un consenso de la magnitud y direccién
de estos cambios (Salgado-Puga et al., 2017; Vargas-Barroso et al., 2016) . Se han reportado
efectos mixtos en la plasticidad sinaptica de largo plazo producidos por el péptido AB, ya
gue existe un grupo de evidencias que sustenta que la potenciacién a largo plazo (Long term
potentiation= LTP) presenta fallas de inducciéon y mantenimiento en presencia del péptido
AP (Bergin et al., 2015a; Salgado-Puga et al., 2017). Sin embargo, también se ha reportado
que el péptido AB produce un incremento en la amplitud de la depresidn a largo plazo (long
term depression = LTD) (Marchetti & Marie, 2011; Salgado-Puga et al., 2017); de hecho la
interaccion de los oligdmeros del AB con los receptores mGIuR5 activan a la cinasa MAP y,
por tanto, promueve la induccién de la LTD (Jo et al., 2011). Se ha hipotetizado, que la
endocitosis de los receptores glutamatérgicos AMPA es la responsable de reducir el
mantenimiento de la LTP, lo cual correlaciona con una disminucién en el aprendizaje (Dong
et al., 2015). Aunado a este efecto, la interacciéon de los oligdmeros del AB con los

receptores NMDA vy los receptores mGIluR5, desencadenan una serie de cascadas de



sefializacion que interrumpen con el desarrollo de la LTP y promueven la LTD, reduciendo
el nimero de espinas dendriticas (Tackenberg et al., 2013).

Por otra parte, modelos transgénicos de EA muestran cambios en la transmisién
sindptica inhibidora producidos por el péptido AB (Brown et al., 2011; Palop et al., 2007).
Por ejemplo, Palop et al.(2007) y Brown et al.,(2005) reportan que hay una disminucion de
las corrientes postsinapticas inhibidoras (IPSC, por sus siglas en inglés) en la region CA1 del
HP, pero no en la region CA3 (Brown et al., 2005; Palop et al., 2007). Estos cambios
diferenciales en el proceso de inhibicidn sindptica también se han reportado en estudios
histolégicos (Bazzigaluppi et al., 2017). Por ejemplo, Bazzigaluppi et al., (2017) evidenciaron
una disminucién de células positivas a GAD 67 en la regidon CA1 del hipocampo que no
ocurre en la regién CA3.

Cabe destacar, que los efectos diferenciales del AB no solo ocurren entre las
diferentes regiones cerebrales (Bazzigaluppi et al., 2017; Brown et al., 2005), sino también
dentro de la misma regién cerebral (Shipton et al., 2022). Recientemente, Shipton et al.
(2022) encontraron una mayor vulnerabilidad al AB dependiente de hemisferio evaluado.
Al infundir agudamente el AR observaron una reduccién en las corrientes conducidas por el
receptores tipo NMDA de las células de la regién CA1 evocadas por la regién CA3 izquierda,
asi como una menor LTP. En contraste, estos efectos no se observan al estimular la regidn
CA3 derecha (Shipton et al., 2022). Este efecto, podria estar mediado por la cantidad de
receptores NMDA que contienen la subunidad GIuN2B, los cuales también son regulados
por los niveles de la proteina Tau y, de hecho, ratones carentes de la proteina Tau no
muestran fallos en el mantenimiento de la LTP (Shipton et al., 2022). La exposicidn aguda al
AB puede desencadenar el influjo de Ca?* masivo a través de los receptores tipo NMDA que
contienen a la subunidad GIuUN2B particularmente en sitios extrasindpticos, generando
excitotoxicidad (Li et al., 2011).

De lo anterior, se desprende que los efectos del péptido AB son complejos y varian
dependiendo del tipo celular y/o de la sinapsis evaluada (Brown et al., 2005; Palop et al.,

2007; Bazzigaluppi et al., 2017).



1.2 Corteza prefrontal media

Ademas del deterioro temprano producido en el HP durante la EA (Janssen et al.,
2017), existen otras estructuras, como la corteza prefrontal (PFC por sus siglas en inglés),
que también sufren dafios de manera temprana en la EA (Salat et al., 2001). La PFC estd
ampliamente relacionada con funciones de orden superior como el control de las
emociones, el aprendizaje y la formacion de la memoria, asi como con la memoria de
trabajo (MT; Bizon et al., 2012; Dalley et al., 2004; Kalpouzos et al., 2005; S. Kumar et al.,
2017) y la flexibilidad cognitiva (FC; Goto et al., 2010; A. Kumar et al., 2019).

Anatdmicamente, la PFC se define como el area de proyeccion cortical del nicleo
dorsal medio del tadlamo (Van Eden & Uylings, 1985). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que el nucleo dorsal medio del tdlamo no inerva exclusivamente a la PFC
(Barsegyan et al.,, 2023; Carlén, 2017). A fin de generar un consenso entre diferentes
especies, se ha sugerido definir a la PFC, como la region anatémica anterior a la corteza
premotora y suplementaria al area motora (Carlén, 2017). Por lo que en humanos y bajo la
descripcién topografica de Brodmann, la PFC incluye a las regiones 8-14, 24, 25b, 32 y Ia
region 44 (Carlén, 2017). En términos filogenéticos y ontogenéticos la PFC es una de las
ultimas regiones cerebrales en desarrollarse (Wallis, 2012) y se ha cuestionado
ampliamente si los roedores posen una PFC (Preuss, 1995; Seamans et al., 2008; Uylings et
al., 2003; Wallis, 2012). Sin embargo, existen regiones en los cerebros de roedores (ratas y
ratones) que son similares funcional y anatémicamente a las areas 24, 32, y 25b de

Brodmann de los humanos (Wallis, 2012) (Fig. 3).



Roedor

Fig. 3. Comparacion anatémica de la PFCm del humano y la rata.

Se muestra una representacion anatémica de la ubicacidn de la regidn del cingulo anterior (AC/24 de Brodmann)
de la regidn prelimbica (PL/32 de Brodmann) e infralimbica (IL/25 de Brodmann) de rata (derecho) y las areas
andlogas en el humano (izquierda) asi como el area dorsomedial de la PFC (PFC dm), la regién medial de la PFC
(PFCm) y la region ventro medial de la PFC (PF Cvm). Modificado de Veldran, 2018.

La PFC se divide en tres regiones basada en sus conexiones neuroanatémicas: la
corteza prefrontal media (PFCm, por sus siglas en inglés), la corteza prefrontal lateral (PFCI,
por sus siglas en inglés) y la corteza prefrontal ventral (PFCv, por sus siglas en inglés) (Jobson
et al., 2021). La subdivisiones de estas regiones se enlistan a continuacién (Dalley et al.,
2004) :

a) Corteza Prefrontal Media (PFCm, por sus siglas en inglés): Se encuentra cercana a

la divisidon interhemisférica. Se subdivide en una regidn dorsal que incluye al area

precentral (PrC) y al cingulo anterior (ACg, por sus siglas en inglés); asi como una
region ventral que incluye la regidn prelimbica (PrL), infralimbica (IL), medial orbital

(MO) y precentral (PrC).

b) Corteza Prefrontal Lateral (PFCI, por sus siglas en inglés): Incluye a las regiones
dorsal e insular ventral agranular (AID y AlV, respectivamente), asi como a la orbital lateral
(LO, por sus siglas en inglés).

c) Corteza Prefrontal Ventral (PFCv, por sus siglas en inglés): Incluye a las regiones
orbital ventral (VO, por sus siglas en inglés) y lateral ventral orbital (VLO, por sus siglas en
inglés).

En roedores, debido a sus diferencias citoarquitectdnicas y a la conectividad con

otras regiones cerebrales, la PFCm se encuentra subdivida en subregiones que comprenden



la regién dorsomedial (PFCdm, por sus siglas en inglés) y la regién ventromedial (PFCvm,
por sus siglas en inglés) (Churchwell & Kesner, 2011; Heidbreder & Groenewegen, 2003). La
PFCdm, incluye a las regiones medias del cingulo anterior dorsal (ACg, por sus siglas en
inglés) y, en ocasiones, a los aspectos dorsales del area prelimbica (PrL)(Churchwell &
Kesner, 2011; Heidbreder & Groenewegen, 2003). Mientras que la PFCvm incluye a las
regiones prelimbica (PrL), infralimbica (IL) y la regién medial orbital (MO) (Churchwell &

Kesner, 2011; Heidbreder & Groenewegen, 2003).

Ventral
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Fig. 4. Esquema coronal unilateral representativo de la corteza prefrontal.

Ubicacion 3.5 mm antes de Bregma. Se observan las subdivisiones principales de la PFC: PFC medial (PFCm, en
rombos); PFC ventral (PFCv, en gris) y PFC lateral (PFCI, sin relleno), asi como las subdivisiones que las componen.
Abreviaturas: ACg, corteza anterior cingulada; AID corteza agranular insular dorsal; AlV, corteza insular agranular
ventral; AOM, nucleo olfatorio medial anterior; AOV nucleo olfatorio ventral anterior; LO, corteza orbital lateral;
M1, corteza motora primaria; MO corteza medial orbital; PrL, corteza o area prelimbica, PrC, corteza o area
precentral; VLO corteza o drea orbital ventrolateral; VO, corteza o area ventral orbital. (Modificado de Dalley et
al., 2004).

A diferencia de otras cortezas sensoriales, la PFCm es una corteza agranular, carente de la
capa 4 que, candnicamente, recibe conexiones talamicas. En su lugar, la PFCm contiene las
siguientes capas: |, ll/1ll, V y VI (Anastasiades & Carter, 2022). Las neuronas de proyeccion,
se localizan a lo largo de la capa Il hasta la capa VI, las cuales reciben circuitos reciprocos
excitadores con otras regiones cerebrales (Anastasiades & Carter, 2022). La mayoria de las
neuronas de la PFC son neuronas piramidales excitadoras glutamatérgicas, que se organizan

en capas formando circuitos locales y de proyeccion (Fuster, 2008) (Fig. 5).
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Las células de proyeccién de la PFC pueden ser divididas en tres: células
intratelencefalicas (IT, por sus siglas en inglés) (Ueta et al., 2019), células del tracto
piramidal (PT, por sus siglas en inglés) (Baker et al., 2018; Harris & Shepherd, 2015) y células
cortico-talamicas (CT, por sus siglas en inglés) (Baker et al., 2018; Guo et al., 2018).

Las células IT se presentan a lo largo de las capas II/VI, proyectan a otras partes de
la corteza, la amigdala lateral y al estriado (Little & Carter, 2013). Asi como en otras cortezas,
en la capa II/Ill las células IT se segregan en diferentes patrones de salida (Little & Carter,
2013; Mcgarry & Carter, 2016). En la capa V las células IT envian proyecciones cortico-
corticales, cortico-estriatales y cortico-amigdalinas (Collins et al., 2018; Nakayama et al.,
2018). Por ultimo, las células IT de la PFCm envian proyecciones bilaterales contra e
ipsilaterales al claustro (Anastasiades & Carter, 2022).

Por su parte, la células PT se encuentran confinadas a la capa V, con elaborados arboles
dendriticos y una alta expresién de canales HCN (Nikolai et al., 2010; Steven et al., 2012).
Este grupo celular envia conexiones ipsi-laterales al estriado, al tdlamo, al puente, a la
sustancia gris periacueductal y multiples centros neuromoduladores (Gabbott et al., 2005).
Esta alta diversidad de las células PT permiten que la PFCm influya en varias conductas de
orden superior (Anastasiades & Carter, 2022). Las PT tiene dos subpoblaciones, una en la
region superior de la capaV, las cuales inervan el puente y el tdlamo (Anastasiades & Carter,
2022); y otra en la parte inferior de la capa V dirigidas a la médula oblonga y a la espina
dorsal (Collins et al., 2018). Por ultimo, las células CT de la capa VI se distinguen por su
morfologia y sus propiedades de no adaptacion de disparo (Baker et al., 2018; Collins et al.,
2018). Las dendritas apicales de las células CT se extiende la superficie de la piamadre, lo
cual sugiere que reciben informacién de todas las capas corticales. Las neuronas de
proyeccién de la capa V y VI se dirigen a diversos nucleo taldmicos (Collins et al., 2018),
incluyendo el nucleo reuniens, el cual inhibe al tdlamo y es una regidon importante para la
atencion (Baker et al., 2018). Cabe destacar que las células CT e IT de la capa VI pueden ser
diferenciadas ya que, las IT carecen de canales HCN y suelen tener una morfologia

dendritica multipolar o incluso invertida (Anastasiades & Carter, 2022).
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Se cree que el flujo de informacidn dentro de la PFCm es similar a otras cortezas
frontales y motoras, siguiendo una jerarquia de las capas superiores a las inferiores
(Anastasiades & Carter, 2022). Ademas, las conexiones entre el mismo tipo celular son
particularmente fuertes y muestran plasticidad a corto plazo (STP, por sus siglas en inglés),
lo cual permite mantener la actividad reverberante propia de esta corteza, la cual es
importante para la MT (Y. Wang et al., 2006). Por su parte, las conexidn entre diversos tipos
celulares es altamente selectiva, proporcionando direccionalidad a la sefializacién dentro y
entre las capas corticales (Collins et al., 2018; Harris & Shepherd, 2015). Por ejemplo, células
IT inervan fuertemente a las PT, asegurando que la informacién sea dirigida a una via de
salida (Collins et al., 2018). Sin embargo, la conexidn reversa es débil, siendo este un
mecanismo para que la informaciéon no reingrese automdticamente al circuito anterior
(Anastasiades & Carter, 2022). Dependiendo de su patréon de disparo, las neuronas
piramidales se dividen en las que disparan de forma regular y aquellas que disparan en
rafagas (Fuster, 2008).

La actividad de las neuronas piramidales se regula sincréonica y temporalmente por
la actividad de interneuronas GABAérgicas (Markram et al., 2004), las cuales tienen una
identidad neuroquimica y eléctrica variable en las diversas capas de la PFC (Povysheva et
al., 2013). Las interneuronas GABAérgicas generan inhibicion local recurrente e inhibicion
reclutada paralelamente a la entrada excitadora (Wang & Gao, 2009). Estas células tienen
axones cortos y distribuyen sus arboles dendriticos a través de las distintas capas de la
corteza (Abernathy et al., 2010). A lo largo de la PFC, las interneuronas GABAérgicas son
divididas en tres grandes poblaciones: las positivas a parvoalbumina (PV+), las positivas a
somatostatina (SOM+) y aquellas que contienen al receptor de serotonina 3a (5HT3aR)
(Tremblay et al.,, 2016). Las interneuronas positivas a 5HT3aR, se subdividen por la
expresion de colecistoquinina (CCK, por sus siglas en inglés), el péptido vasoactivo intestinal
(VIP, por sus siglas en inglés), la relina y factor neurotréfico neuronal (NDNF, por sus siglas
en inglés) (Schuman et al., 2019; Tremblay et al., 2016). Todos estos tipos de interneuronas
se encuentran dividas en patrones laminares de manera similar con otras cortezas (Y. Kim

et al., 2017). Sin embargo, existen diferencias importantes en la PFCm (Y. Kim et al., 2017).
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Por ejemplo, parecen existir un menor numero de células PV+ y una mayor proporcién de
neuronas SOM+ y CCK+ en comparacion a otras cortezas asociativas (Y. Kim et al., 2017).
Las conexiones entre las interneuronas con las neuronas piramidales también sigue
reglas de conexion a nivel celular y subcelular (Tremblay et al., 2016). Por ejemplo, las PV+
ejercen su accion cerca del soma, las SOM+ inhiben principalmente a las dendritas, mientras
que las VIP+ sefializan a otras interneuronas (Elodie & Yuste, 2011). Por su parte, se sugiere
gue las CCK+ también sefalizan el soma mientras que las NDNF+ inhiben los crestas apicales
distales (Elodie & Yuste, 2011). En las capas superficiales de la PFC las células PV+y SOM+
conectan preferencialmente con neuronas piramidales que generan conexiones cortico-
amigdalinas (Mcgarry & Carter, 2016). Por su parte en las capas profundas las interneuronas
PV+, SOM+ y NDNF+ inhiben preferencialmente a las neuronas PT (Elodie & Yuste, 2011).
Las interneuronas también pueden clasificarse por sus propiedades
electrofisioldgicas y/o a través de su patrén de disparo (Markram et al., 2004).
Candnicamente en la PFC las interneuronas se dividen en interneuronas de disparo rédpido
(fast spiking) y células de umbral bajo (low threshold spiking) (Markram et al., 2004).
Como muchas otras neuronas, si no es que la totalidad, las neuronas piramidales de
la PFC funcionan como integradores temporales y detectores de coincidencia de las
entradas sindpticas (Rotaru et al., 2007). Esta propiedad emerge, en el caso de la PFC, a
partir de los cambios sostenidos en respuesta a la informacidn entrante, ya que el potencial
de membrana de estas células fluctia espontdneamente entre un estado en reposo muy
negativo (down state) y mesetas despolarizantes (up state) (Branchereau et al., 1996; Lewis,
2000). El up state se presenta por la activacién sostenida de entradas sinapticas excitadoras
provenientes del talamo y otras estructuras limbicas como el HP, permitiendo la
sincronizacién de poblaciones neuronales (Steriade, 2001). Durante el up state las
corrientes persistentes del receptor NMDA y de los canales dependientes de voltaje tipo L,
permiten que el disparo persistente de las neuronas piramidales se mantenga a una alta
tasa de disparo durante los periodos de retraso en pruebas conductuales asociadas a la MT

(Veng et al., 2003; M. Wang et al., 2013). Por su parte, el down state es consecuencia del
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cierre de las corrientes persistentes, las corrientes de fuga y la activacidn de canales idnicos

que favorecen la hiperpolarizacion (O’Donnell, 2002).
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Fig. 5. Esquema representativo de las capas de la corteza prefrontal.

Se muestran las conexiones aferentes y eferentes de las distintas capas de la corteza. Se puede observar que de
manera preferencial las neuronas de la capa Il/11l generan conexiones con otras regiones corticales, mientras que
las neuronas piramidales de la capa V tiene preferencia de innervacion con otras estructuras subcorticales como
el HP y el estriado, asi como que las neuronas de la capa VI envian sus axones al talamo. A diferencia de otras
cortezas el tdlamo envia conexiones a la capa Il/Ill, mientras que las conexiones extra e intracorticales ocurren a
lo largo de la PFC. Modificado de Purves y cols., 2004.

1.2.1 Conexidon hipocampo- corteza prefrontal

Como ya ha sido mencionado, la PFCm recibe una amplia inervacién de varias
regiones subcorticales (Fuster, 2008). Particularmente, la conexion que la PFCm recibe del
HP procesa informacion necesaria para las funciones ejecutivas de orden superior como el
control de las emociones (Jin & Maren, 2015), la FC (Goto et al., 2010), la memoria de
reconocimiento social (Phillips et al., 2019), el mantenimiento de la memoria episédica
(Barker et al., 2017) y la MT (Dalley et al., 2004).

La conexion HP-PFC forma una relacidn directa entre la PFCm y la region CA1 del HP
ventral (HPv) (Fig. 6) (Parent et al., 2010). La via HP-PFCm ha sido reportada en roedores

(ratas y ratones) (Jay & Witter, 1991; Thierry et al., 2000), primates no humanos (Zhong et
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al., 2006) y humanos (Croxson et al., 2005). La conexion entre el HP y la PFC, puede ser de
tipo mono y polisindptica, tanto en roedores como en el humano (Hoover & Vertes, 2007).

En el presente trabajo nos centraremos en la via monosinaptica, en la que las fibras
provenientes del HP inervan a las neuronas piramidales y a las interneuronas GABAérgicas
de la PFCm (Anderson et al., 2016). En particular, en aquellas localizadas en las region PrL
(Parent et al., 2010) e IL (X. Liu & Carter, 2018).

Para el estudio de esta via, el articulo seminal de Parent et al., (2010) describe una
preparacion ex vivo de cerebro de rata que permite obtener una rebanada coronal de la
PFCm en donde es distinguible la via proveniente del HPv, misma que es susceptible a
estimulacion eléctrica. Las fibras provenientes del HPv atraviesan la fimbria y el féornix y
envian ramas hacia el septum lateral, el nldcleo accumbens (NAcc, por sus siglas en inglés)
y la PFCm (Jay, Thierry, Wiklund, & Glowinski, 1992).

La conexidon HP-PFCm es una sinapsis glutamatérgica (Thierry et al., 2000), que esta
mayoritariamente mediada por el receptor tipo AMPA (Jay et al., 1992). Los axones
provenientes del HP arriban a las capas mas profundas de la corteza, sobre todo a la capa V

y VI (X. Liu & Carter, 2018).

A

HPd

Fig. 6. Conexién HP-PFCm

A) Se muestra la representacion anatdmica de la conexion proveniente del HP hacia la PFCm. Esta via comienza
en la region ventral del HP (HPv), atraviesa la fimbria y el fornix para después enviar ramas hacia el septum lateral
y al NAcc, asi como a las regiones prelimbica (PL), infralimbica (IL) y el cingulo anterior (ACg). Modificado de
Parent et al., 2010. B) Funciones de la conexion HPv hacia la PFCm, y de la via entre la PFCm y el hipocampo
dorsal (HPd). La via del HPv y la PFCm tiene un papel fundamental para la memoria de trabajo, la flexibilidad
cognitiva y el aprendizaje del miedo. Mientras que la via del PFC hacia el HPd, es importante para el proceso de
recuperacion de la memoria. Modificado de Sigurdsson & Duvarci, 2016.
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Por otra parte, estudios con marcadores anterégrados han demostrado que existen
conexiones entre la PFCm hacia el HP dorsal (HPd) (Hoover & Vertes, 2007; Parent et al.,
2010; Sigurdsson & Duvarci, 2016). Esta via de regreso al HPd, comienza en la regiéon ACg
de la PFCm y envia axones a las regiones CA1 y CA3 del HPd (Sigurdsson & Duvarci, 2016).
Candnicamente, la conexion PFCm-HPd, es glutamatérgica e inerva a neuronas piramidales
(Rajasethupathy et al., 2015), no obstante, recientemente se describié una via GABAérgica
que proyecta a las interneuronas VIP+ de la regién CA1 (Malik et al., 2022).

Adicional a estas vias, existen conexiones indirectas entre el HP y la PFCm, que
incluyen vias provenientes del HP hacia la amigdala, la corteza entorrinal y la regién media
del tdlamo, para después inervar a la PFC (Wolff et al., 2015). De igual manera, hay una via
de proveniente de la PFCm, que tiene como relevo al nicleo reuniens del tdlamo y tiene

como destino el HPd (Sigurdsson & Duvarci, 2016).

1.2.2 Caracteristicas de la conexion HP-PFCm

Como fue mencionado anteriormente la conexién HP-PFCm, es una via excitadora
mediada mayoritariamente por los receptores AMPA (Jay et al., 1996), con una velocidad
de conduccidén relativamente lenta (Ferino et al., 1987). Estudios con ratas anestesiadas han
demostrado que la estimulacién de células de la region CAl, genera un potencial
postsindptico excitador (EPSP, por siglas en inglés) seguido de un potencial postsindptico
inhibidor (IPSP, por sus siglas en inglés), capaz de generar un potencial de accién en las
células piramidales de la regién PrLy IL (Eslamizade et al., 2015). Aunado a este fendmeno,
ocurre un EPSP tardio que podria ser resultado de la activacién de las conexiones
recurrentes propias de la PFCm (Thierry et al., 2000).

La via HP-PFCm es susceptible a procesos de plasticidad sindptica (Laroche et al.,
2000). La plasticidad sindptica es un fendmeno en el que, como consecuencia del uso y la
transmisidn repetida de informacién entre dos o0 mas neuronas, hay una modificacién en la
eficacia de la comunicacidén preexistente (Martin et al., 2000). La plasticidad sindptica

permite la incorporacién y almacenamiento de informacion a corto y largo plazos (Zucker y
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Regehr, 2002). La plasticidad sinaptica se clasifica en dos tipos, si se considera la duracién
de la misma (Huang, 1998): de corto y de largo plazos (Kandel, 2013).

La plasticidad sinaptica de corto plazo, requiere de modificaciones en la presinapsis
y su duracién es del orden de milisegundos a minutos (Zucker & Regehr, 2002). La
plasticidad sinaptica de corto plazo se produce, generalmente, por rafagas de actividad que
llevan a la acumulacion transitoria de Ca?* en las terminales sinapticas, lo que modifica la
probabilidad de liberacién del neurotransmisor (Zucker y Regehr, 2002). Este tipo de
plasticidad sinaptica engloba a los procesos de facilitacién y depresidn sindptica de corto
plazo (Blackman et al., 2013).

Tanto la induccidn de la facilitacion a corto plazo como la induccién de la LTP en la
via HP-PFCm fue descrita por primera vez por Laroche et al. (1990). También, se han descrito
procesos de facilitacidn a corto plazo ante protocolos de pulso pareado, incrementando la
probabilidad de descarga ante el segundo pulso de estimulacién en un rango de latencias
entre los pulsos de entre 40 a 200 ms (Thierry et al., 2000). Aunado a este efecto, se ha
demostrado que hay facilitacién a corto plazo ante la estimulacién a bajas frecuencias (10
Hz), mientras que los trenes de estimulacion de alta frecuencia (20-50 Hz) generan un
proceso de depresion (Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017).

La estimulacién de la via precomisural (haz hipocampal que arriba a la PFCm) genera una
respuesta sindptica distinguible de la generada por la estimulacién de la capa cortical |
(Parent et al., 2010). La respuesta sinaptica resultante de la estimulacidon de diferentes
capas de la PFCm es una respuesta polisinaptica compleja (Parent et al., 2010). En este
sentido, , los EPSPs evocados en las capas II/Ill de la PFCm tienen una retraso sinaptico de
alrededor de 4.18 + 0.06 ms, mientras que los EPSP evocados por la estimulacion del haz
hipocampal genera una respuesta excitadora a menudo seguida por una fase de
hiperpolarizacién prolongada (Jay et al., 1996; Jay & Witter, 1991; Laroche et al., 1990), que
es producto de la activacidon interneuronas locales GABAérgicas también inervadas por la
via HP-PFC (Thierry et al.,, 2000). Ademas, los EPSPs evocados por la via precomisural
exhiben una latencia corta que, de hecho, es lo suficientemente rdpida para excluir una

respuesta polisinaptica (3.98 + 0.09 ms) (Parent et al., 2010). Por otra parte, la respuesta
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proveniente de la estimulacién del haz hipocampal es distinguible de la respuesta
antidrémica generada por la estimulacién de las capas V-VI de la PFC, la cual evoca la
generacién de un PA antidrémico (Parent et al., 2010).

Ademas, la respuesta sindptica evocada por la estimulacion de la via hipocampal con un
protocolo de pulso pareado muestra un alto grado de facilitacion presinaptica mayor que la
obtenida por la estimulacion de la capa | cortical (Ferino et al., 1987; Parent et al., 2010).

Por su parte, los procesos de plasticidad sinaptica a largo plazo tienen una duracién
de horas a semanas e incluso de toda la vida (Nicoll & Schmitz, 2005). Los procesos de
plasticidad sindptica a largo plazo incrementan o disminuyen la eficacia de la comunicacién
entre las neuronas (Goto et al., 2010). Por lo anterior, la plasticidad de largo plazo incluye
a la LTP (Malenka & Bear, 2004) y la LTD (Malenka & Kauer, 2007); ambos procesos
necesitan de la activacion de receptores glutamatérgicos; principalmente los NMDA, que
activan a diferentes vias de sefializacion intracelular a nivel postsindptico (Ramachandran
etal., 2015), como se explicard a continuacion.

Los procesos de induccién de la LTP y la LTD requieren de la entrada de Ca?* en la
region postsindptica (Martin et al., 2000), pero la magnitud de entrada de este ion
determina la direccién del cambio plastico (Goto et al., 2010). Asi, cuando la entrada de
Ca?*, mediada principalmente por la apertura de los receptores NMDA, es masiva, se activa
la cascada de sefializacién mediada por la cinasa dependiente de Ca%*-calmodulina tipo II
(CaMKIl, por sus siglas en inglés) (Lisman & Raghavachari, 2015) que, a su vez, promueve la
insercion de receptores AMPA en la densidad postsinaptica (Dong et al., 2015), lo que es
fundamental para el proceso de induccion y mantenimiento de la LTP (Lisman &
Raghavachari, 2015). Por su parte, la LTD cortical se induce cuando la actividad sinaptica
produce una entrada limitada de Ca?* (Otani, 2004). En consecuencia, se activa una cascada
de sefializacién diferente a la asociada a la LTP (Otani, 2004). El aumento intracelular
moderado de Ca®* activa a la proteina fosfatasa 2 B (PP2B, por sus siglas en inglés) o
calcineurina (Mulkey & Malenka, 1992) que, a su vez, promueve la inhibicion de la proteina
inhibidora-1 (Thomas et al., 2001). Dicha inhibicién activa a la proteina fosfatasa 1 (PP1, por

sus siglas en inglés) lo que promueve la internalizacién del receptor AMPA (Malenka & Bear,
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2004). Al internalizarse el receptor AMPA se induce depresion de la transmisidon
glutamatérgica (Lee et al., 1998; Malenka & Bear, 2004).

Como fue mencionado anteriormente, la via HP-PFC es susceptible a procesos de
plasticidad de largo plazo. Estudios in vivo con ratas han demostrado que la estimulacién
tetanica en la region CA1 del HPv es capaz de generar LTP en la PFCm (Laroche et al., 2000;
Romcy-Pereira & Pavlides, 2004). Este proceso de LTP, es dependiente del receptor NMDA
y esta ampliamente modulado por la inervacién dopaminérgica proveniente del area
ventral tegmental (Jay et al., 1996). El incremento en la coherencia de la banda theta entre
la actividad de la region CA1 del HPv y la PFCm esta correlacionado a una mejor induccion
de la LTP en la PFCm tras la aplicacion de una estimulacién de alta frecuencia (HFS) en el HP
(Zhen & Zhang, 2015). Asi, el incremento en la LTP es estable y se mantiene a lo largo del
tiempo en relacién a la coherencia entre el HP y la PFCm (Zhen & Zhang, 2015). Ademas la
LTP de esta via puede ser revertida con un protocolo de estimulacién a baja frecuencia que
genera LTD (Burette et al., 1997). De manera mas reciente se ha demostrado que la via HP-
PFCm puede mantener una LTP por mas de 20 dias (Taylor et al., 2016). Por otra parte la
estimulacion a baja frecuencia en el HPv de ratas anestesiadas puede generar una LTD

estable que se mantiene por al menos 13 h (Takita et al., 1999, 2013).

1.2.3 Funcionalidad de la via HP-PFCm

Por separado, la PFCm y el HP se han relacionado con funciones cognitivas
particulares (Buckner & Wheeler, 2001; Calabro et al.,, 2020; Kesner, 2018; Kesner &
Churchwell, 2011; Martin et al., 2000; Menon & D’esposito, 2021). La PFCm, esta asociada
con el control cognitivo y ejecutivo (Kesner & Churchwell, 2011), la concordancia entre las
metas y los planes futuros (Menon & D’esposito, 2021); asi como el cambio y seleccion de
memorias previamente creadas (Buckner & Wheeler, 2001). El HP, por su parte, se ha
relacionado con la formacién de la memoria (Martin et al., 2000), el manejo de la
informacién espacial (Kesner, 2018) y tiene un papel importante en el mantenimiento de la

MT durante tareas de igualacion a la muestra con retraso (Calabro et al., 2020).
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La actividad bidireccional y la comunicaciéon entre el HP y la PFCm, se han
relacionado con otros procesos emocionales y funciones ejecutivas (Sampath et al., 2017).
Con respecto a los procesos emocionales la conexidn proveniente del HPv que arriba a la
region PrL de la PFC, arriba preferencialmente a las interneuronas inhibidoras (Tierney et
al., 2004) y se ha asociado con la prevencién o reduccién de la sefial de miedo (Sotres-Bayon
et al,, 2012).

Dentro de las funciones cognitivas superiores se encuentran las funciones
ejecutivas, las cuales son las habilidades necesarias para generar acciones planeadas y
dirigidas a metas (Calabro et al., 2020). Parte de las funciones ejecutivas son la MT (Bizon
et al., 2012; Bygrave et al., 2019; Churchwell & Kesner, 2011; Dalley et al., 2004; Kesner et
al., 1996), la FC (Dalley et al., 2004; Diamond, 2013; Latif-Hernandez et al., 2019) y el control
de las emociones (Dalley et al., 2004).

La coherencia alta de la actividad eléctrica entre el HP y la PFCm esta relacionada
con el aprendizaje (Sigurdsson & Duvarci, 2016) y contribuye a la consolidacién de la
memoria (Siapas et al., 2005). Ademas, la sinapsis HP-PFCm controla la recuperacién de la
informacién relevante para la resolucion de una tarea especifica, mientras que suprime
informacién poco importante (Preston & Eichenbaum, 2013).Como ya ha sido mencionado,
durante la EA existen alteraciones en la funciones ejecutivas particularmente, durante las
etapas tempranas de la EA hay dafios en la MT (Kalpouzos et al., 2005; A. Kumar et al., 2019)
y en la FC (Goto et al., 2010; A. Kumar et al., 2019).

1.2.3.1 Memoria de trabajo y tareas conductuales asociadas

La MT se define como un sistema que se encarga del almacenamiento y
manipulacion de la informacion durante un periodo corto de tiempo (segundo a minutos)
que es necesaria para realizar tareas cognitivas complejas (Jobson et al., 2021). Por otra
parte, la MT tiene una capacidad atencional limitada, por lo que se requiere que exista una
adecuada asignacién de recursos (Phensy & Kroener, 2020). Durante las pruebas de MT, la
PFC monitorea y actualiza la informacién, de manera simultanea con el procesamiento de

la informacién per se.

20



En el articulo pionero de Funahashi et al., (1989), describen que las neuronas de la
PFC mantienen informacién relevante en linea durante un periodo de tiempo breve
(Funahashi, 2017). Posteriormente, los estudios de Fuster y Goldman-Rakic, en primates no
humanos, mostraron que las neuronas de la PFCm tienen una alta tasa de disparo durante
las fases de retraso en las pruebas de MT (Funahashi et al., 1989; Fuster & Alexander, 1971).

Se sugiere que durante los periodos de retraso se representa informacion
retrospectiva (memoria de las propiedades de la pista) o informaciéon prospectiva
(planeacién de la respuesta conductual correcta) (Phensy & Kroener, 2020). Subpoblaciones
neuronales de la PFCm muestran actividad persistente y asincrénica durante los periodos
de retraso que responde a las caracteristicas de los estimulos (Phensy & Kroener, 2020). El
ritmo y la magnitud de la sintonia de ciertas neuronas de la PFC pueden también predecir
el desempefio en la tarea (Phensy & Kroener, 2020).

La funcionalidad de la actividad neuronal en la PFCm durante el periodo de retraso
ha sido puesta en debate, pues algunos autores como Funahashi y Arnsten, sostienen que
la actividad persistente de las neuronas durante el periodo de retraso representa la
informacién acerca del estimulo retenido en la MT y esta actividad determina el desempefio
del sujeto (Constantinidis et al., 2018). Sin embargo, algunos otros investigadores como
Miller (Lundgvist et al., 2018; Miller et al., 2018), sugieren que la actividad persistente es
un artefacto que emerge de promediar la actividad a lo largo de diferentes ensayos y que,
en cambio, la actividad de los ensayos individuales es escasa y produce rafagas que pueden
estar relacionadas con la actividad oscilatoria. No obstante, sugieren que la actividad
durante el periodo de retraso se produce gracias a cambios en los pesos sindpticos y la
interaccion entre diferentes ritmos en distintas capas corticales (Lundqvist et al., 2018).

En este sentido, existen caracteristicas especificas que deben de cumplir las tareas
gue pretendan estudiar a la memoria de trabajo (Dudchenko, 2004). Estas tareas deben de
contar con una fase de muestra, en donde los sujetos adquieran informacién que pueda ser
utilizada como referencia (Churchwell & Kesner, 2011). Estas tareas deben de contar,
también, con una fase de retraso, en donde la informaciéon sea mantenida y manipulada

(Preston & Eichenbaum, 2013). Esta segunda fase deber ser sensible a los intervalos de
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tiempo, ya que retrasos de mayor tiempo correlacionan un desvanecimiento de la MTy, por
tanto, con un menor nimero de respuestas correctas (Lara & Wallis, 2015). Por ultimo, estas
tareas deben de contar con una fase de respuesta, en donde se evoque la MT para poder
concluir con la tarea (Myroshnychenko et al., 2017).

Existe una gran diversidad de pruebas conductuales que permiten evaluar la MT en
roedores (Dudchenko, 2004), entre las que destacan diversos tipos de laberinto (en formas
de T oY) (Benchenane et al., 2010; G. W. Wang & Cai, 2006); asi como protocolos con un
menor requerimiento cognitivo como son los protocolos de igualaciéon a la muestra (MS,
por sus siglas en inglés) (Miller et al., 1996) y aquellos que son mas exigentes por las
conductas de alternancia propias de los roedores (no igualacién a la muestra; NMS, por sus
siglas en inglés) (Kesner et al., 1996).

Uno de los laberintos mas utilizados para estudiar la memoria de trabajo es el
laberinto en T (Deacon & Rawlins, 2006). Por otro lado, tanto Pedigo et al. (2006) como
Johnson & Redish (2007) demostraron que un laberinto en T modificado con un retorno al
inicio del laberinto, también conocido como laberinto en Figura de 8 es un laberinto mas
idoneo para estudiar la MT (Pedigo et al., 2006). Estudios previos indican que la resolucién
de este laberinto requiere de la funcionalidad adecuada de la PFCm y del HP (Johnson &
Redish, 2007) y es sensible a los cambios en los intervalos de retencion entre las fases de la
prueba y respuesta (Spellman et al., 2015; Yoon et al., 2008). El laberinto en Figura de 8
consiste, como su nombre lo indica, en un pasillo central que conduce a un corredor
perpendicular formando una T (Pedigo et al., 2006). Al final de cada lado del corredor existe
un brazo de retorno al inicio del pasillo central. En el l[aberinto en Figura de 8, la MT puede
evaluarse dentro de un ensayo, pero no entre sesiones (Dudchenko, 2004; Pedigo et al.,

2006), como la memoria a corto plazo (Fig. 7A).
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A B

Laberinto en figura de 8 Laberinto modificadoen T

Fig. 7. Pruebas conductuales para evaluar a la MT y la FC

A) Esquema del laberinto en Figura de 8. El laberinto en Figura de 8 es una modificacién del laberinto en T, es
facilmente adquirido y es susceptible a utilizarse con intervalos de retraso entre las fases de la prueba.
Modificaciones en las reglas de resolucion en este laberinto permiten estudiar la FC (Pedigo et al., 2006). B)
Esquema del laberinto modificado en T propuesto por Jones & Wilson (2005). El laberinto modificado en T
permite separa el componente motriz de la memoria espacial.

De manera mas reciente, Jones & Wilson (2005) propusieron otra modificacion del
laberinto en T. Este laberinto permite separar el componente mnésico de otros
requerimientos cognitivos para el completamiento de la tarea y puede llegar a ser muy util
para estudios asociados con registros electrofisioldgicos en libre movimiento. El laberinto
modificado en T cuenta con dos cajones de inicio (I-1 e |-2) conectados por un pasillo central
y dos cajones de reforzamiento (R-1 y R-2), es mas largo que un laberinto en T comun, lo
cual incrementa el requerimiento cognitivo necesario para poder realizar la tarea (Jones &

Wilson, 2005a)(Fig. 7B).

1.2.3.2 Flexibilidad cognitiva y tareas conductuales asociadas
La FC es la capacidad de cambiar entre diferentes objetivos o tareas (Magnusson &
Brim, 2014). En modelos animales, la FC es la habilidad de cambiar una respuesta
conductual dependiente de la regla o contexto particular de la tarea (Scott, 1962).
Durante el envejecimiento normal, la FC disminuye y existen dificultades para

adaptarse a ambientes nuevos o cambiantes (Boone et al., 1993). Pacientes con la EA,
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presentan un deterioro ain mayor en la FC comparados con sujetos sanos de la misma edad
(Ballesteros et al., 2013).

Por su parte, en modelos murinos, tanto en ratas como en ratones, el paradigma
clasico para estudiar la FC es el entrenamiento reverso, en donde se cambia la regla de una
tarea previamente aprendida (Schoenbaum et al., 2006). Por ejemplo, se puede cambiar de

un protocolo de MS a uno de NMS (Goto et al., 2010), como se hizo en esta tesis.

1.3 Enfermedad de Alzheimer y la conexién HP-PFC

Como ya se ha mencionado, durante el desarrollo temprano de la EA, existe una
disminucion de las capacidades cognitivas asociadas a la PFCm, al HP y a la conexién entre
estas regiones (Goto et al.,, 2010; Koukouli et al., 2016). Los dafios en las funciones
cognitivas podrian deberse a la acumulacién local y global del AB (Jack et al., 2008; Klupp et
al., 2015; Mander et al., 2015; Mori et al., 2014).

La acumulacion del AB en la PFCm correlaciona con cambios patoldgicos en las redes
neuronales y en la memoria, incluso antes de la aparicién de signos de neurodegeneracién
(Balleza-Tapia et al., 2010; Faucher et al., 2016; Hsieh et al., 2006; Salgado-Puga et al.,
2015). Curiosamente, los deterioros especificos en la MT, especialmente en tareas que
implican retrasos variables (intervalos intra-ensayos, ITls por sus siglas en inglés) entre el
aprendizaje y el recuerdo, pueden diferenciar entre la EA y otros tipos de demencia (Morris
y Baddeley, 1988). Por ejemplo, los pacientes con deterioro cognitivo leve; que si bien es
una patologia asociada no todos los pacientes desarrollan EA (Kelley & Petersen, 2007;
Nuvoli et al., 2022); no presentan dafos en tareas de MT espacial con intervalos entre las
fases de las tarea, lo cual si ocurre con pacientes EA que se encuentran en el estadio de
Braak Ill (Hedayatjoo et al., 2023; Kessels et al., 2010). Ademads, en pruebas de MT con
retraso, los pacientes con EA presentan menores puntajes en comparacion con pacientes
con demencia de cuerpos de Lewy (Kawai et al., 2013). Efectos similares también se han
presentado en pacientes con demencia frontotemporal, quienes muestran deterioro en
pruebas de MT solo cuando se presentaba una distraccién, caso contrario de los pacientes

con EA, que al momento del estudio habian cursado durante 4.5 afios con sintomas
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asociados a la EA, quienes muestran un deterioro profundo incluso sin retraso o distraccion
(Stopford et al., 2012).

Por otra parte, durante las etapas tempranas de la EA existe una reduccién en el
numero de las sinapsis (Davies et al., 1987), alteraciones en los marcadores sindpticos
(Poirel et al.,, 2018), cambios en la plasticidad sindptica (Kumar et al.,, 2019) y en la
excitabilidad en la PFCm, que correlacionan con deterioros cognitivos y ejecutivos (Joseph
et al., 2021).

Los pacientes con EA que ademas son portadores del alelo ApoEe4, que predispone
a padecer la EA (Grady et al., 2001), muestran una reduccién en la conectividad funcional
entre el HP y la PFCm (Grady et al., 2001). El analisis de estado en reposo durante la
obtenciéon de imdagenes de fMRI en pacientes con EA, demuestra una reduccién en la
conexidon HP-PFCm, pero un incremento en la conexién entre el HP y la PFdm (L. Wang et
al., 2006). Siendo este ultimo fenédmeno, posiblemente, un cambio compensatorio para
reclutar mayor informacién (L. Wang et al., 2006). Andlisis con teoria de grafos demuestran
que hay una atenuacion en la conectividad a larga distancia y una reduccién en la eficiencia
de la red global en los pacientes con la EA, conduciendo a deterioros cognitivos mas
generalizados (Y. Liu et al., 2014). Por otra parte, se observa un incremento en la
conectividad dentro de la red intracortical de la PFCm en sujetos con la EA (Menon, 2013).

Las alteraciones en la PFCm presentadas en los pacientes con la EA, también se han
descrito en modelos transgénicos de esta enfermedad (Lok et al., 2013; Zhuo et al., 2007).
En este tipo de modelos, también se presentan cambios en los marcadores sinapticos
(Pervolaraki et al., 2019) y modificaciones en la transmision sinaptica (Gu et al., 2003; Liu et
al., 2011; Proulx et al., 2015). Por otro lado, se sabe que en estos modelos transgénicos hay
una disminucién en la coherencia de la banda theta entre el HP y la PFCm durante la fase
de suefio REM (Zhurakovskaya et al., 2019). Aunado a estos cambios, hay una disminucion
en el poder de la banda gamma en el HP y en la PFCm, asi como una disminucidn la
coherencia en el circuito HP-PFCm en esta misma banda (Bazzigaluppi et al., 2017).

Las alteraciones a nivel celular en los modelos transgénicos de la EA se ven

acompafiadas de deterioros en comportamientos dependientes del PFCm (Shah et al., 2018;
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Van den Broeck et al., 2019; Zhuo et al., 2007, 2008). Por ejemplo, los ratones Tg2576
presentan alteraciones en la MT y en la FC (Zhuo et al., 2007, 2008), que también se han
observado en ratones APP/PS1-21 (Van den Broeck et al., 2019) y en ratones APPNL-F/NL-
F (Shah et al., 2018). Estas alteraciones se correlacionan con cambios en el acoplamiento
funcional entre la PFCmy el HP (Shah et al., 2018). Es importante considerar que la mayoria
de los modelos transgénicos de la EA sobreproducen a la APP y, por lo tanto, estos pueden
inducir cambios independientes del AB (Mondragdén-Rodriguez et al., 2018; Pousinha et al.,
2019; Xu et al., 2015), pues ya se menciond que la via amiloidogénica de degradacién de la
APP produce otros péptidos (Koukouli et al., 2016; Thinakaran & Koo, 2008), que pueden
tener efectos patoldgicos independientes a los del AR (Mondragén-Rodriguez et al., 2018;
Pousinha et al., 2019; Xu et al., 2015).

Otra estrategia para reproducir los cambios generados por la EA en modelos
murinos es infundir AB directamente en la PFCm(G.-J. Chen et al., 2013; Eslamizade et al.,
2015; Flores-Martinez & Peiia-Ortega, 2017; Gu et al., 2003; Haghani et al., 2012;
Tyszkiewicz & Yan, 2005). Los experimentos in vitro han probado que la aplicacién del A
en rebanadas de la PFC, generan cambios dependientes de la concentracion en la
excitabilidad de la PFC y su respuesta a diferentes neurotransmisores (Chen et al., 2013;
Flores-Martinez & Pena-Ortega, 2017; Gu et al.,, 2003; Tyszkiewicz & Yan, 2005). Por
ejemplo, la aplicacién del AB en rebanadas de la PFC por un periodo de tiempo prolongado
puede tener un efecto dual, ya que una concentracidon baja del AB (1nM) reduce la
excitabilidad de las neuronas piramidales, incrementando el umbral de disparo y el
postpotencial hiperpolarizante (AHP, por sus siglas en inglés). En cambio, concentraciones
altas del AB (50 nM) genera el efecto inverso, reduciendo el umbral de disparo y el AHP,
incrementando asi la excitabilidad de las neuronas piramidales de la capa V de la PFCm (Y.
Wang et al., 2009).

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion, han demostrado que, en
preparaciones in vitro de la PFCm, la perfusion aguda del péptido ABi-42 reduce la actividad

eléctrica poblacional espontdnea en la PFC, mientras que reduce la amplitud de los
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potenciales EPSP de campo (fEPSP, por sus siglas en inglés) evocados por la estimulacién de
las conexiones directas provenientes del HP (Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017).

A pesar de la gran cantidad de pruebas de que el AB tiene efectos directos sobre la
PFC in vitro, no hay estudios relativos a sus efectos in vivo y la correlacién de esos efectos
con las funciones ejecutivas. Por lo tanto, en el presente estudio, se evaluaron los efectos
del AB inyectado directamente en el PFCm (AP local) (Eslamizade et al., 2015; Haghani et
al., 2012) o infundido globalmente en el cerebro mediante su administracion
intracerebroventricular (ICV) (Martinez-Garcia et al., 2021; Stepanichev et al., 2003; L.
Zhang et al., 2015), sobre las propiedades sindpticas e intrinsecas de las neuronal de la PFC

y asi como en los comportamientos dependientes de la PFCm.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EA es la demencia mas diagnosticada a nivel mundial y es la mas frecuentemente

asociada con el envejecimiento por lo que se prospecta que sera uno de los problemas de
salud mds importante a nivel mundial en las proximas décadas (Rajan et al., 2021).El
sintoma mas conspicuo de la EA es el deterioro de la memoria a corto plazo, por lo que las
alteraciones producidas por el péptido AB en el circuito hipocampal local han sido
ampliamente estudiadas (Selkoe, 2011).
No obstante, durante las etapas tempranas del desarrollo de EA, se presentan problemas
en las funciones ejecutivas(Guarino et al., 2018) como la MT (Huntley & Howard, 2010) y la
FC (Salat et al., 2001), dichos cambios patoldgicos pueden ayudar a distinguir la EA de otros
tipos de demencias (R G Morris & Baddeley, 1988). Se hipotetiza que las funciones
ejecutivas residen en la PFCm, asi como en sus interacciones con otras estructuras
subcorticales como el HP (Diamond, 2013).

Si bien existen estudios que han mostrado el efecto del AB en la funcion de la PFCm
(Eslamizade et al., 2015; Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017; Haghani et al., 2012), no se
conoce el efecto crénico del péptido AB en la comunicacion eléctrica y plasticidad sindptica
en la via HP-PFCm, asi como el impacto de este péptido en tareas asociadas a este circuito
comoenlaMTy laFC.

Dada la aparicion temprana de sintomas asociados con el circuito HP-PFCm es importante
estudiar el efecto del péptido AB en esta via. En especifico, es relevante estudiar cambios
en la transmisidn sindptica y su plasticidad, tanto en la via proveniente del HP, asi como en
la via intracortical. De igual manera es importe conocer los cambios generados por el

péptido AB en tareas asociadas a la PFCm, como son tareas de MTy FC.
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3 OBJETIVO GENERAL
Conocer el efecto del péptido AB1-42 sobre la comunicacion sinaptica y la plasticidad
de las vias HP-PFC e intracortical, asi como el efecto del péptido en la resolucidn de tareas

asociadas a la memoria de trabajo.

3.1 Objetivos especificos
* Estandarizar pruebas conductuales que permitan estudiar la memoria de trabajo y
la flexibilidad cognitiva, asi como el efecto del péptido AB1-42 sobre las mismas.
* Caracterizar las alteraciones eléctricas en las neuronas piramidales de la PFCm tras
la inyeccion del AB1-42.
* Estudiar los cambios en la transmisidn sindptica, y modificaciones en la plasticidad
de corto y de largo plazos de las conexiones hipocampales e intracorticales de la

PFCm después de la inyeccion del péptido AB1-42.

4 HIPOTESIS

* Laadministracion global del péptido AB1-42 reducira el desempefio en la memoria de
trabajo y reducira la flexibilidad cognitiva.

* La administracion local del péptido AB1-42 reducird en mayor medida el desempefio
en la memoria de trabajo.

* La administracion del péptido ABi-42 modificara en las propiedades pasivas y activas
de las neuronas piramidales de la regién ILy PrL de la PFCm.

* Unainyeccién Unica del AB1-42 alterard la plasticidad sinaptica a corto y largo plazos,

reduciendo ambos procesos en las sinapsis intracorticales y las provenientes del HP.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales

Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM vy se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para
el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Se utilizaron ratas
Wistar macho (5, 7 u 8 semanas de edad) (Fig. 8). Los animales se alojaron en grupos de 2-
3 animales en jaulas de acrilico transparente y se mantuvieron en un bioterio con
temperatura controlada (22 + 1°C) y bajo un ciclo normal de luz-oscuridad (12/12 h). Los
animales recibieron comida y agua ad libitum antes del experimento. Durante la evaluacion
conductual, se restringié de agua a los animales durante 22 h. En los experimentos
electrofisioldgicos ex vivo se utilizaron ratas macho de 8 semanas al inicio del experimento,

las cuales fueron mantenidas en condiciones idénticas a las previamente descritas.

52 Administracion del ABi42

Para la administracion del AB142 o su vehiculo (medio F12), los animales fueron
anestesiados con una mezcla de Ketamina (80mg/kg) y Xilacina (9mg/kg) (University of
Minnesota, 2018). El AB1-a2 se oligomerizé utilizando un protocolo descrito previamente
(Balleza-Tapia et al., 2010; Hernandez-Soto et al., 2019) en el que APi.42 se disuelve
finalmente en medio de cultivo F12, lo cual permite la obtencién de oligémeros (Hernandez-
Soto et al., 2019; Pefia- Ortega et al., 2010). Después de verificar los niveles de anestesia
adecuados, por la ausencia de reflejo plantar, los animales fueron colocados en un marco
estereotdxico. A continuacidn, se realizé una pequefia craneotomia para la infusién del AB-
42 0 su vehiculo (medio F12). El microinyector se construyd con una aguja de acero
inoxidable conectada a una jeringa Hamilton (10 pl; Hamilton Company) por medio de un
tubo de plastico y la jeringa fue controlada por una bomba de microinfusién (WPI 220i). Se
utilizaron las siguientes coordenadas para la infusién ICV (global): AP-0.7 mm, ML+ 1-5 mm
y DV 3.5 mm, con respecto a Bregma y a la superficie craneal (Paxinos & Watson, 2009). En
estas coordenadas se microinyectaron 10 pl del AB1-42 (100 pmoles/ul) o0 10 pl de medio F12

(vehiculo) a una velocidad de 1 pl/min. Para la infusidn en la PFCm (local), se microinyecté
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bilateralmente un volumen 4 pl (0.5 pl/min) del AB142 (0 4 pl de su vehiculo) en las
siguientes coordenadas: AP +3.2 mm, ML £ 0.7 mm y DV -4.2 mm, con respecto a Bregmay
la superficie craneal. El microinyector se recubrio con 1,1'-Dioctadecil-3,3,3',3'-
tetrametilindocarbocianina perclorato (Dil; Invitrogen) 1% (p/v; en dimetilsulféxido; Sigma-
Aldrich) para tefir el tejido que lo rodeaba (Fig. 11; Méndez-Salcido et al., 2022). Tras la
cirugia, los animales fueron tratados inmediatamente con Meloxicam (2 mg/kg), que se
repitié durante los 2 dias siguientes, para reducir la inflamacién y el dolor. Se dejé a los
animales en recuperacion durante 14 dias antes de cualquier manipulacidon experimental

(Fig. 4).
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Fig. 8. Protocolo experimental.
Se muestra el protocolo experimental al que fueron sometidos los grupos de experimentacion independientes
de ratas macho Wistar con diferentes pruebas conductuales para la evaluacion de la MT y la FC. También, se
muestran los sitios de inyeccion del AB1.42 (0 medio F12), asi como los sitios de registro y estimulacion.
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5.3 Inmunofluorescencia

Dos semanas después de la inyeccion local del AB, las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital (70 mg / kg). En ausencia de reflejo plantar, los animales fueron perfundidos
transcardialmente con una solucién salina + solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, por
sus siglas en inglés) fria (0.1 M) y, posteriormente, perfundidos con una solucién de
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. Los cerebros se diseccionaron y post-fijaron en la
misma solucién de PFA 4% durante 24 h. Tras la post-fijacion, los cerebros se dejaron en
una solucién de sacarosa al 30% hasta su precipitacién. Se obtuvieron cortes coronales a nivel
de la PFCm (30 um de grosor) con un criostato CM350S (Leica, Alemania). Las secciones se
almacenaron en PBS 0.1 M a 4 °C. En flotacidn libre, los cortes fueron lavados tres veces, por 10
min con PBS 0.1 M. A continuacidn, los cortes se incubaron durante 1 h con una solucion de
bloqueo (2% de suero normal de burro (NDS) + 0.3% de Triton X-100 en PBS 0.1 M). A
continuacion, los cortes fueron sumergidos en una solucion de incubacién (1% de NDS + 0.2%
de Triton X-100 en PBS 0.1 M) con un anticuerpo monoclonal de ratén contra AB1-42 (BAM-
10, diluciéon 1:100, Sigma-Aldrich, Jorda et al., 2010; Orta-Salazar et al., 2019) durante 48 h
a temperatura ambiente en agitacién. Tras la incubacidn, los cortes se lavaron 3 veces con
PBS 0.1 M durante 10 min y se volvieron a sumergir en la solucién de incubacion con el
anticuerpo secundario (anti-mouse Alexa 488, 1:100, Molecular Probes) durante 2 h a
temperatura ambiente. Por Ultimo, las rebanadas se lavaron 3 veces con 0.1 M PBS durante
10 min, se montaron en portaobjetos gelatinizados y se cubrieron con el medio de montaje
Fluoromount-G con DAPI (Invitrogen). Las imagenes de epifluorescencia se obtuvieron con

un microscopio Axiolmager (Zeiss) con un objetivo de 10X.

5.4 Paradigmas conductuales para la evaluacion dela MTy la FC
5.4.1 Laberinto en Figura de 8

Para estudiar la MT se utilizé un laberinto en Figura 8, hecho con acrilico negro de 4
mm de grosor y paredes de 6 cm de altura. El aparato constaba de un pasillo central y dos
laterales de 90 cm de largo (13 cm de ancho), que estaban conectados por dos pasillos

perpendiculares de 170 cm de largo. El laberinto estaba situado a 56 cm por encima del
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suelo. A los animales se les restringid el agua durante 22 h y fueron habituados al laberinto
durante 2 dias. Este régimen de restriccion de agua se mantuvo durante el resto del
experimento. La tarea de la Figura de 8 (Fig. 10) incluia una fase de muestra y una fase de
decisidon. Para la fase de muestra, los animales comenzaban cada ensayo cruzando el
corredor central hasta llegar al corredor perpendicular, donde una barrera removible les
obligaba a girar hacia uno de los corredores laterales seleccionados al azar. En medio del
corredor lateral, se les proporcionaba la muestra (una gota de agua de 50 ul, como
recompensa). Una vez obtenido el reforzador, los animales continuaban caminando por
este corredor lateral hasta alcanzar el corredor perpendicular opuesto y regresar al punto
de partida en el corredor central, donde los animales también eran recompensados,
finalizando asi el ensayo (Pedigo et al., 2006). Se colocaron barreras desmontables para

regular el acceso a los distintos corredores.

Laberinto en figura de 8

No igualacion a la muestra (NMS)
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Fig. 9. Laberinto en Figura de 8

Se muestra el protocolo de igualacidn a la muestra (NMS) del laberinto en Figura de 8 con las diferentes fases
que lo componen (panel superior) para medir la MT; asi como el protocolo de igualacion a la muestra (MS), con
las diferentes fases que lo componen (panel inferior). El cambio entre protocolos permite estudiar la FC.
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5.4.1.1 Protocolo de no igualacion a la muestra

Para la versién NMS de la tarea, los animales fueron entrenados para elegir el
corredor contralateral al visitado previamente durante la fase de muestra, para recibir una
recompensa (Pedigo et al., 2006). Después, los animales volvian al principio del corredor
central para obtener un cuarto reforzador. Asi, ratas Wistar macho de siete semanas de
edad fueron entrenadas con este paradigma durante 20 ensayos por sesion (1 sesién = 1
dia; Fig. 9), durante cuatro sesiones. El Ultimo dia de entrenamiento (dia 5), se mantuvo a
los animales en la seccidn inicial del laberinto durante diferentes intervalos de retraso entre
las fases de muestra y eleccién: 0.25 (15 s), 0.5 (30 s), 1, 5 y 10 min (4 ensayos cada uno;
Fig. 9). El entrenamiento en este protocolo comenzé 14 dias después de la infusién ICV con
10 pl del AB1-42 (n=8) 0 10 ul de medio F12 (control; n=9; Fig. 8).

Un grupo independiente de ratas Wistar macho de 7 semanas de edad (n=26) fue
entrenado en la versién NMS de la tarea sin ITIs hasta obtener el 75% de respuestas
correctas (RC) durante 4 dias consecutivos. Al dia siguiente, se presentaron intervalos de
retraso entre las fases de muestra y eleccién. Tras el entrenamiento, los animales recibieron
una infusién ICV (Control= 7 y AB1.42 =8) 0 una microinyeccién intra-mPFC (AB1-42 local;
control= 6, AB142 =5), como se describié previamente (Fig. 8). Tras dos semanas de
recuperacién de la cirugia, los animales fueron reentrenados con el protocolo NMS durante
5 dias, durante los cuales se mezclaron aleatoriamente bloques de cuatro ensayos con

diferentes ITls (o sin retrasos) a lo largo de los dias (Fig. 8).

5.4.1.2 Protocolo de igualacidn a la muestra (MS)

Un grupo independiente de ratas Wistar macho de 10 semanas de edad que
recibieron una microinyeccién ICV (Control= 6 y AB1-42 = 6) fueron entrenadas en la versién
NMS de la tarea (sin retraso) hasta obtener un 75 % de RC durante 4 dias consecutivos. A
continuacion, para estudiar la FC, se sometio a los animales a un entrenamiento reverso
durante 8 dias, en el que se requeria la regla de MS (es decir, volver al corredor ipsilateral

durante la fase de eleccion) para recibir una recompensa (Dudchenko, 2004; Fig. 10).
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5.4.2 Laberinto modificadoen T

Como segunda tarea para estudiar la MT se utilizé un laberinto modificado en T, el
cual por su tamafio y protocolo de MS, presenta una mayor demanda cognitiva (Jones &
Wilson, 2005b). El laberinto modificado en T estd hecho de acrilico negro y cuenta con dos
cajones de inicio (I-1 e I-2) conectados por un pasillo central y dos cajones de reforzamiento
(R-1y R-2), con un largo de 174 cm y 174 cm de ancho (ancho de pasillos 13 cm), con una
distancia al piso de 56 cm. Las paredes del laberinto eran de 6 cm de alturay 4 mm de grosor
(Jones & Wilson, 2005a).

Ratas macho Wistar de 5 semanas (n=16) se restringieron de agua durante 22 h'y
fueron habituadas al laberinto durante 2 dias. La restriccion de agua se mantuvo a lo largo
de todo el experimento. Los animales fueron entrenados en un protocolo de MS (Fig.9). Al
inicio de la fase de muestra se colocaron a los animales en uno de los cajones de inicio, sin
permitir el paso hacia el cajén de inicio contralateral. A continuacién, en la fase eleccién,
los animales debian caminar por el pasillo central para dirigirse a algun cajén de
reforzamiento. Silos animales elegian el cajén de reforzamiento ipsilateral al cajén de inicio,
eran recompensados con 1 gota de agua (50 pl) y se consideraba como un acierto producto
de una buena memoria. Obtenido este reforzador, comenzaba la fase de giro forzado donde
se permitié al animal regresar al pasillo central y se le obligd a regresar a alguno de los
cajones de inicio, en donde se obtiene un segundo reforzador, finalizando el ensayo. La fase
de giro forzado permite separar el componente motor, del componente de la MT (Jones &
Wilson, 2005). Se entrend a las ratas con 20 ensayos por dia hasta obtener el 80 % de

ensayos correctos durante al menos 3 dias consecutivos.
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Laberinto modificadoen T
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Fig. 10. Laberinto modificado en T.
Se muestran las diferentes fases del laberinto modificado en T (Jones & Wilson, 2005). Durante la fase de muestra
se coloca en uno de los cajones iniciales (I-1 o I-2) sin tener paso al cajon de inicio contralateral. Durante la fase
de retraso se contiene al animal al inicio del pasillo central con diferentes intervalos; pasado este retraso se

permite al animal hacer una eleccion a fin de obtener un reforzador (cajon R1 o R-2). Para finalizar el ensayo el
animal debe regresar a alguno de los cajones de inicio.

Durante el ultimo dia de entrenamiento, se presentaron diferentes intervalos de
retencidn entre la fase de muestra y la de eleccidn. Durante la fase de retraso, los animales
eran contenidos en la primera mitad del pasillo central por intervalos de 0.16 (10 s), 0.25(15
s), 0.5(30 s) y 1 min. Al término del intervalo de retraso, se permitié que los animales
entraran a la fase de eleccién. Si la ejecucién era correcta se permitiéd que continuaran con
la tarea hasta obtener el segundo reforzador. Estos intervalos fueron incorporados a la
prueba a fin de medir la labilidad o persistencia de la MT (Dudchenko, 2004).

Concluido el entrenamiento, se permitié que los animales regresaran a un régimen
de consumo de agua y alimento ad libitum, por dos dias, para después ser infundidos
globalmente (ICV) con vehiculo (control, n=8) o el péptido AB 1-22 (n=8). Pasados 14 dias, las
ratas regresaron al régimen de restriccion de agua previamente descrito. En las 2 semanas
subsecuentes, se reentrené a los animales en el laberinto modificado en T para conocer el
impacto del péptido ABi-a2 sobre la MT. Durante el reentrenamiento, los animales tenian
que ejecutar ensayos simples (sin intervalo de retencion durante la fase de eleccion) y
ensayos con intervalos de retraso previamente descritos, intercalados por bloques
aleatorios. Durante el periodo de entrenamiento y reentrenamiento se contabilizd el

porcentaje de RC.

36



5.4.3 Evitacion pasiva

Por ultimo, para comprobar el efecto del péptido AB 1.2 sobre la consolidacion de
memorias nuevas (Salgado-Puga, 2017); los animales estudiados fueron sometidos a un
paradigma de evitacion inhibitoria (Stepanichev et al., 2003). Dicho paradigma consiste en
qgue la rata aprenda a evitar un choque eléctrico en un compartimento obscuro, aunque
esto signifique permanecer en un darea iluminada (Jarvik & Kopp, 1967). El aparato consiste
en una caja de dos compartimentos, uno con luz y otro obscuro, divididos por una puerta
central tipo guillotina. El piso del cuarto obscuro puede producir una descarga eléctrica para
producir un choque en las patas de las ratas. La tarea consta de 3 fases experimentales. Una
fase habituacién, en la cual los animales pueden explorar solo el compartimento iluminado
por 30 s, al término de este periodo la puerta es abierta y se contabiliza la latencia de paso
al compartimento oscuro. En la fase de choque, la rata se coloca en el compartimento
iluminado durante 30 s, después se abre la puerta central y se registra la latencia de paso
hacia el compartimento obscuro. Una vez que la rata ha cruzado, se cierra la compuerta y,
2 s después, recibe un choque eléctrico de 0.8 mA de intensidad (Grass-Instruments Co.,
modelo S48) (Salgado-Puga et al., 2017). Durante la fase de prueba, el animal es colocado
en el compartimento iluminado y después de 30 s la compuerta es abierta. Se contabiliza la
latencia de paso (retencidn) al compartimento obscuro. Se considera que una rata aprendio

si se alcanzaba la latencia de paso maxima (150 s) (Jarvik & Kopp, 1967).

5.5 Obtencion de las rebanas de PFCm que incluyen la entrada del HP

Para los registro de patch clamp se utilizaron animales de 10 semanas de edad
infundidos global y localmente con ABi.42 y medio F12 (vehiculo), se obtuvieron rebanadas
coronales de la PFCm que contenian las fibras aferentes del HP (Fig. 8,Parent et al., 2010).
Esta preparacién permite estudiar diferentes entradas a la PFC (Parent et al.,, 2010),
incluyendo el haz HP-PFC (Flores-Martinez & Pena-Ortega, 2017; Parent et al., 2010), asi
como las entradas intracorticales (Parent et al., 2010). Las rebanadas se obtuvieron cuando
los efectos del APi-a2 ya estdn bien establecidos ( Fig. 8; Alcantara-Gonzalez et al., 2019;

Alvarado-Martinez et al., 2013; Salgado-Puga et al., 2017).
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Para ello, las ratas fueron anestesiadas intraperitonealmente con una dosis letal de
pentobarbital sédico (150mg/kg) (University of Minnesota, 2018). Ante la ausencia de
reflejo plantar, las ratas fueron perfundidas transcardialmente con una solucidon
neuroprotectora de sacarosa fria que contenia (en mM): 75 sacarosa, 25 glucosa, 25
NaHCO3, 2.5 KCl, 78 NaCl, 1.25 NaH; PQs, 0.5 CaCl,, 7 MgCl; (Bischofberger et al., 2006)
continuamente burbujeada con carbdgeno (95% O, 5% CO;). A continuacion, las ratas se
decapitaron, el cerebro extraido y sumergido en una solucién neuroprotectora helada y
burbujeada con carbdégeno. Se secciond el cerebelo y los hemisferios se unieron con
cianoacrilato a un bloque inclinado (10-12°) de agar (Flores-Martinez & Peia-Ortega, 2017
Parent et al., 2010). Se obtuvieron cortes de la PFCm de 385 um de grosor, utilizando un
vibratomo (HM-650-V, Thermo Fisher, EE.UU., o VT1000S, Leica, Alemania), mientras el
tejido se sumergia en solucion neuroprotectora helada y burbujeada con carbdgeno. Sélo
los cortes que contenian el haz hipocampal (Parent et al.,, 2010), se conservaron y se
transfirieron a una solucidn de recuperacién (mM): 125 NacCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH; PO4 , 25
NaHCOs , 10 glucosa, 1 CaCl; , y 4 MgCl, a 34 °C durante 30 min y luego se dejaron a

temperatura ambiente durante al menos 1 h (Bischofberger et al., 2006).

5.6 Registro de células con latécnica de Patch Clamp

Al final del periodo de recuperacion, se transfirié un corte de PFCm a una cdmara
sumergida con liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) circulante que contenia (en mM):
125 NaCl, 2.5 KCl, 1,25 Naz HPQg4, 25 NaHCO3, 2 CaCl,, 2 MgCl,, y 10 glucosa, mantenida a
33-34°Cy burbujeado continuamente con carbdgeno. Las células piramidales de la capa V
de las areas IL y PL se identificaron visualmente con iluminacién de contraste de
interferencia diferencial en un microscopio E-600FN-Nikon. Las neuronas se registraron en
una configuracion de célula completa con pipetas de borosilicato con una resistencia de 3-
6 MQ y llenas de una solucidn interna que contenia (en mM): 120 gluconato de potasio,
10 KCI, 10 HEPES, 1 MgCl,, 0.05 EGTA, 0.3 LiGTP, 2 Na, ATP (Debanne et al., 1996). Los

registros en fijacion de corriente o de voltaje se amplificaron y filtraron a 10 kHz con un
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amplificador Axopatch 200b (Molecular Devices, EE. UU.). La sefial se digitalizé a 30 kHz
(Digidata 1550, Molecular Devices, EE. UU.).

En la configuracién de fijacidon de corriente, se obtuvieron curvas estandar de
corriente/voltaje (I/V) y corriente/frecuencia (I/F) utilizando pulsos de corriente
cuadrados de 1 segundo de duracién a 0.2 Hz, para determinar las propiedades pasivas
y activas de las células piramidales. Para la curva I/V, se inyectd corriente para mantener
el potencial de membrana a -70 mV y se aplicaron pulsos cuadrados de corriente desde -
250 pA, en pasos de 25 pA, hasta alcanzar el umbral de disparo. Para la curva I/F, con el
potencial de membrana mantenido a -70 mV, se aplicaron pulsos de corriente
despolarizante de intensidad creciente (de 50 a 500 pA, en pasos de 50 pA) (Pefia- Ortega et
al., 2010; Vargas-Barroso et al., 2016).

En el modo de fijacién de voltaje, se registraron las corrientes postsinapticas
espontdneas (sPSCs, por sus siglas en inglés) durante 3 min con un potencial de -70 mV.
Tras caracterizar las propiedades de las células, se aplicaron pulsos de corriente
extracelular de 100 ps de duracidn, a 0.03 Hz, con un electrodo bipolar situado en el haz
hipocampal o en la capa | de la PFCm para evocar corrientes postsinapticas excitadoras
(EPSCs, por sus siglas en inglés; Fig. 8).La activacion del haz HP-PFC da lugar a un patrén de
actividad de las neuronas de la PFCm distinto al que se induce por la estimulacion de la
capa superficial | (Parent et al., 2010; Fig. 8). El umbral de estimulacién se establecié como
la corriente de estimulacién minima necesaria para evocar un EPSC diferenciable del ruido
en el 50 % de las estimulaciones y se determind en cada una de las rebanadas (Salgado-
Puga et al., 2017). Las curvas de entrada-salida (I-O, por sus siglas en inglés) se obtuvieron
incrementando la intensidad de estimulacién, en multiplos de la corriente umbral, hasta
alcanzar la amplitud maxima. Para evaluar la plasticidad sindptica a corto y largo plazos, se
ajusto la intensidad de la estimulacidn para inducir un EPSC con una amplitud del 30 al 50
% de la respuesta sindptica mdxima (Salgado-Puga et al., 2017). La plasticidad a corto plazo
se evalud aplicando trenes de cinco estimulos a diferentes frecuencias (5, 10, 20 y 50 Hz;
Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017). Para la LTP, tras 5 min de registro basal, se aplicé

estimulacion tetanica (HFS; 3 trenes de 100 pulsos a 100 Hz con un intervalo entre trenes
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de 10 s) y se continuaron los registros postetanicos durante 45 min con las mismas
caracteristicas de estimulacién a las aplicadas previo al tétanus (Herry & Garcia, 2002;

Salgado-Puga et al., 2017).

5.7 Analisis de datos

5.7.1 Andlisis de la conducta

Todos los ensayos en el laberinto modificado en T, en el laberinto en Figura de 8 y
en la prueba de evitaciéon pasiva se grabaron en video y se almacenaron en una
computadora personal con una camara web (Logitech C920) para su andlisis off-line.

En el laberinto modificado en T, al ser un protocolo de entrenamiento de MS, las RC
se definieron como el visitar el cajén R que fuera ipsilateral al cajon | durante la fase
eleccidn. Para el laberinto en Figura de 8 durante el protocolo de NMS, las RC se definieron
como las visitas al pasillo contralateral durante la fase de eleccién en la tarea o como las
visitas al pasillo ipsilateral durante la fase de eleccidn en el protocolo MS. Las mediciones
de ambos laberintos se presentan como el porcentaje de RC.

Para el andlisis de la prueba de evitacidn pasiva, se contabilizé la latencia de paso(s)

del compartimiento iluminado al compartimiento oscuro en las diferentes fases de la tarea.

5.7.2 Andlisis de los registros electrofisioldgicos

Los registros de patch-clamp se analizaron off-line con Clampfit v.10 (Molecular
Devices, USA). La resistencia de entrada (Rn) se calculé como la pendiente de la porcién
lineal de la curva I/V. La constante de tiempo se calculé ajustando una funcién exponencial
a la respuesta capacitiva en dos puntos adyacentes al paso de 0 pA (Armenta-Resendiz et
al., 2018). Para el sag, se calculd la diferencia absoluta entre la hiperpolarizacién constante
(tardia) y la mayor disminucién de voltaje (temprana) durante el paso de -250 pA (Armenta-
Resendiz et al., 2018). La corriente rehobase se definié como la corriente minima necesaria
para provocar al menos un potencial de accién (PA). El potencial posthiperpolarizante
rapido (AHPf, por sus siglas en inglés) se midié como el potencial negativo maximo tras el

primer PA en la corriente rehobase. (Armenta-Resendiz et al., 2018). El componente lento
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del AHP (AHPs, por sus siglas en inglés) se midid como el maximo potencial negativo
después de un tren de disparos evocado tras una despolarizaciéon de 200 pA (Wu et al.,,
2016). La frecuencia de disparo se defini6 como el nimero de PAs durante un pulso
cuadrado de 1 segundo de duracién. Las sPSCs se identificaron con una plantilla supervisada
manualmente con al menos 10 trazos representativos y un umbral de corriente de 0.5 pA
(Lara-Valderrdbano et al., 2017). La adaptacién de la frecuencia de disparo se midié en los
trenes de disparo evocados por una inyeccién de corriente de 400 pA, midiendo la
constante de tiempo (tAdapt) con una funcidn exponencial simple ajustada a la frecuencia
de disparo instantanea en el tiempo (Villanueva-Castillo et al., 2017). También, se calculé el
factor de atenuacidn (fadapt) como fadapt = (f0 - fSS) / fO donde fO es la frecuencia de
disparo inicial y fSS es la frecuencia de disparo en estado estacionario (Gabbiani y Krapp,
2006). Para las EPSC inducidas durante los protocolos de estimulacién a corto plazo, se
midié su amplitud y se normalizé con respecto a la amplitud de la primera respuesta del
tren (establecida como 100%). Para los experimentos de LTP, la amplitud de la EPSC se midié
durante el periodo basal y se fijé como 100%, mientras que la amplitud durante el periodo
post-tetanico se normalizé como el porcentaje de la amplitud basal (Salgado-Puga et al.,

2017).

5.8 Estadistica

Los datos se analizaron con GraphPad Prism (GraphPad Software V.8, San Diego, CA).
Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para definir la normalidad de la distribucién de los
datos y el posterior uso de pruebas paramétricas o no paramétricas para las comparaciones
de datos. Para todas las comparaciones entre dos grupos, se utilizé la prueba t de Student
o la U de Mann-Whitney segun lo definido por la prueba de normalidad. Para los andlisis
gue requerian comparaciones multiples, se aplicd un ANOVA de modelo mixto con post-hoc
de Bonferroni. La mayoria de los datos se ajustaron a una funcién logaritmica simple de una
fase flanqueada por una regresidon en meseta. De este andlisis se extrajeron los parametros
tau y R2. Las curvas ajustadas se compararon con la prueba U de Mann-Whitney. Para el

analisis de la adaptacién de la frecuencia de disparo, se ajusté una funcién de decaimiento
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exponencial simple. Para las curvas I-O y los experimentos de plasticidad a corto plazo, se
ajustd una funcién agonista-respuesta logaritmica y una curva de unidén hiperbdlica,
respectivamente. En ambos casos se reportd el pardmetro R?. Cualquier otro andlisis se
describira seglin sea necesario. En todas las pruebas estadisticas se asumio significancia al
encontrar una p < 0.05. La existencia de diferencias significativas se representara en las

graficas como: * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.
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6 RESULTADOS

6.1 Acumulacion del ABi42tras su infusion

La infusidn del ABi-4; replica varios de los sintomas asociados a la EA (Benarroch,
2018; Salgado-Puga et al., 2017), por lo que se estudié el efecto de la infusion local (intra
PFCm) o global (ICV) de este péptido. Con el fin de corroborar la presencia del AB en la PFCm
varias semanas después de su administracién, se realizé una inmunofluorescencia
utilizando el anticuerpo BAM-10 como marcador del AB (Jorda et al., 2010; Orta-Salazar et
al., 2019). Dos semanas después de su infusidn local, se observa que el A se encuentra en
el sitio de la inyeccidon (marcado con Dil; Fig. 11B), y tiene la capacidad de alcanzar otras
regiones, como lo es el sitio de registro (aproximadamente 1 mm posterior al sitio de
inyeccion (Fig. 11D). Por su parte, en los animales inyectados con medio F12 (Control) no se
encontrd presencia del AB ni en el sitio de inyeccion (Fig. 11A) ni en el sitio de registro (Fig.
11C).

En cuanto a la administracién ICV (global), en el presente trabajo no se realizaron
comprobaciones histoldgicas de la difusiéon de AR, sin embargo datos de otros grupos de
investigacion han demostrado que una sola inyeccién de AB1-a2 es capaz de incrementar los
niveles de AB en la PFC (Bergin et al., 2015b; Ledezma et al., 2021, 2022), el HP (Bergin et
al., 2015b; Nag et al.,, 1999; Navigatore Fonzo et al., 2021) y otras regiones cerebrales

(Cortez et al., 2022; Martinez-Garcia et al., 2021).
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Fig. 11. Verificacion histolégica del sitio de inyeccion y acumulacion del A8

Los microinyectores fueron recubiertos con Dil para conocer su trayectoria una vez insertos en el tejido. Se
realizé una inmunotincidn con el anticuerpo BAM-10 para revelar la acumulacion del péptido AR mientras que
los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI. Se obtuvieron rebanadas alrededor del sitio de inyeccién del AR
(B) y del vehiculo (A). También se realizaron inmunotinciones adyacentes al sitio de registro tanto en los animales
controles (C) como en sujetos experimentales (AB, D). Las ampliaciones del lado derecho, tomadas de los
recuadros punteados, muestran la presencia de tincion de BAM-10 en animales del grupo AB, pero no en los
controles

6.2 Efecto de la infusidon global y local del ABi-42 en el aprendizaje y la
memoria contextuales

Como parte de los controles positivos y con el fin de corroborar que el ABi-42 bloquea
la consolidaciéon de memorias nuevas (Stackman et al., 2003), los animales infundidos ICV
(control n=26; AB global n = 27) o intra PFCm (control n=6; AB local n=6) fueron sometidos
a la prueba de evitacién inhibitoria (Stepanichev et al., 2003). Durante las fases de
habituacién y choque las latencias de paso fueron muy similares, sin importar el sitio de
infusion del vehiculo o el AB1-a2 (Habituacion: control global=21.6 + 3.44 s; AB global =22.93
+ 2.94s; control local= 17.33 £ 4.01 s; AB local =11.66 + 2.97s. Choque: control global=
12.25+ 1.43 s; AP global =12.76 + 2.18s; control local= 11.66 + 1.92 s; AP local =13.50 *
2.26s).
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Fig. 12. Efecto de la infusién del A8 sobre el aprendizaje y la memoria contextual.

La inyeccidn del AB global o local no modifica el desempefio durante las fases de habituacién y choque en la
tarea de evitacion pasiva, sin embargo, impacta en la memoria contextual, observada como una reduccion en la
latencia de paso durante la fase de prueba sin importar el lugar de infusion [ANOVA de Modelo mixto, fase: F
(2,122) = 312.0, p= 0.001; grupo: F (3,61) =173.1, p= 0.001; fase X grupo F (6,122) =139.2, p=0.001, post-hoc de
Bonferroni]. Los datos se presentan individualmente, asi como la media + EE

Sin embargo, durante la fase de prueba los grupos AP global tiene una reduccion
significativa en la latencia de paso (25.75 + 4.64 s) al compartimiento oscuro comparada
con el grupo control global (149.68 + 0.22 s; prueba de comparaciones multiple de
Bonferroni, t (183) = 32.53, p= 0.0001) y el grupo control local (150 + O s; prueba de
comparaciones multiple de Bonferroni, t(183) = 19.86, p= 0.0001). Un escenario similar se
presentd al comparar las latencias del grupo AB local (17.00 + 4.06 s) con el vehiculo global
(prueba de comparaciones multiple de Bonferroni, t(183) = 21.13, p= 0.0001) y el vehiculo
intra-PFCm (t de Student, t(183) = 16.63, p= 0.0001). Si bien existe una tendencia de mayor
impacto del ABi-.42 en el grupo infundido intracorticalmente, estos resultados no fueron

diferentes estadisticamente [ANOVA de Modelo mixto, fase: F (2,122) = 312.0, p= 0.001;
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grupo: F (3,61) =173.1, p= 0.001; fase X grupo F (6,122) =139.2, p=0.001, post-hoc de
Bonferroni; Fig. 12].

Resultados similares ya han sido reportado por nuestro grupo de investigacion
(Salgado-Puga et al., 2015, 2017) y es consistente con los resultados de diversos grupos de
investigacion que demuestra que el AB1.4; interfiere con la consolidacién de aprendizajes
contextuales y la memoria a largo plazo (Borlikova et al., 2013; Comery et al., 2005; Dineley
et al., 2010; Kittelberger, Piazza, Tesco, & Reijmers, 2012; Nakamura, Murayama, Noshita,

Annoura, & Ohno, 2001; Yamaguchi et al., 2006).

6.3 Efecto de la inyeccion global del ABi42 sobre la MT, la FC y la
actividad eléctrica de la PFCm

6.3.1 Lainfusion del ABi-42 disminuye la MT y la FC

Durante las etapas tempranas de la EA hay fallas en diversas funciones ejecutivas, como lo
son la MT vy la FC (Joseph et al., 2021; Robin G. Morris, 1994; Shah et al., 2018). En el
presente trabajo, estudiamos los efectos del péptido AB1-42 sobre la MT en dos paradigmas
conductuales que implican diferentes grados de dificultad, como lo son el laberinto
modificado en T (Jones & Wilson, 2005b) y el laberinto en Figura de 8 (Baeg et al., 2007;
Pedigo et al., 2006).

6.3.1.1 Lainyeccion global (ICV) del ABi.4> reduce la MT en el laberinto en Figura de 8
Primeramente, los animales fueron entrenados en la version NMS del laberinto en
Figura de 8 (Pedigo et al.,, 2006), aprendiendo facilmente la regla y mejorando su
rendimiento del 89% RC (alternancias) durante el primer dia de entrenamiento al 100% de
RC el quinto dia (n=26; Fig. 13A). Al ajustar una funcién logaritmica flanqueada por una
meseta (R =0.9) a los datos, incluyendo un 50% tedrico de respuestas correctas el dia cero,
se reveld una tau de 0.6 dias (Fig. 13A, inserto), con lo que se concluye que los animales

pueden adquirir facilmente la regla de NMS en el laberinto en Figura de 8.
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Fig. 13. Aprendizaje de la regla de NMS en el laberinto en Figura de 8 y evaluacion de la MT.

A) Curva de aprendizaje de la regla NMS, sin retraso, representada como la proporcién de RC. Inserto. Ajuste a
la media de RC con una funcién de decaimiento logaritmico de una fase flanqueado por una meseta. B)
Evaluacion de la MT mediante la incorporacion de ITls variables entre las fases de muestra y eleccién. Obsérvese
que en los retrasos mas largos se produce una reduccidn de las RC (Kruskal-Wallis k=50.11, p= 0.0001; post-hoc
de Dunn). Inserto. Media de las RC ajustadas a una funcion de decaimiento logaritmico de una fase flanqueado
por una meseta. Los datos agrupados se presentan individualmente, asi como media + EE (A) o como mediana
rango intercuartilar (B)

En el quinto dia, probamos la MT en estos animales introduciendo ITls variables, los
animales redujeron significativamente su rendimiento a 90, 82, 80, 50 y 57 % de respuestas
correctas con los ITls de 0.25, 0.5, 1, 5 y 10 min, respectivamente (Fig. 13B). Los ITIs mas
largos (5 y 10 min) redujeron significativamente el rendimiento en esta tarea en
comparacion con los retrasos mas cortos (Kruskal-Wallis, k=50.11, p= 0.0001, post-hoc de
Dunn; Fig. 13B). El ajuste de una funciéon exponencial flanqueada por una meseta al
rendimiento durante los ensayos retrasados (R? =0.4) reveld una tau de 1.6 min (Fig. 13B
inserto).

Para caracterizar los efectos del ABi.a2 sobre el aprendizaje y la MT en el laberinto
en Figura de 8, se evalué el desempefio de los animales inyectados ICV con AB1-42 (AB global,
n = 9) o su vehiculo (control, n= 8); mostrando que la aplicacién del AB global retrasé
ligeramente el aprendizaje de la version NMS del laberinto Figura-8 [ANOVA de Modelo
mixto, dia: F (4,32) = 28.88, p= 0.001; grupo: F (1,8) =6.847, p= 0.03; dia X grupo F (4,22)
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=4.313, p=0.01, post-hoc de Bonferroni; Fig. 14A]. Por ejemplo, el primer dia de
entrenamiento, el grupo AB global exhibié un porcentaje de RC (79 %) significativamente
menor que el del grupo de control (90 %; post-hoc de Bonferroni, t = 4.41 p = 0.0001).
Ademas, el tau exhibido en las curvas de decaimiento de una fase para el grupo del AB
global (0.9 dias) fue mas dos veces mayor que el del grupo de control (0.4 dias; U de Mann-
Whitney, U= 39, p= 0.001; Fig. 14A, inserto). A pesar de las diferencias en el aprendizaje
inducidas después de la inyeccién global del AB1.42 durante el primer dia de entrenamiento,
los grupos control y AB global alcanzaron puntuaciones perfectas al final de sus periodos de

entrenamiento (100 % de RC en el quinto dia de entrenamiento; Fig. 14A).
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Fig. 14. El A8 global reduce el aprendizaje y la MT en el laberinto en Figura de 8.

A) Curva de aprendizaje de la regla NMS sin retraso en animales inyectados ICV con AB1.42 0 su vehiculo (control),
representada como el porcentaje de RC (Modelo mixto ANOVA, dia: F (4,32) = 28,88, p= 0.001; grupo: (F (1,8)
=6.847), p= 0.03; dia X grupo F (4,22) = 4.313, post-hoc de Bonferroni) Inserto. Ajuste logaritmico de una fase
flanqueado por una meseta de la media de RC (U de Mann-Whitney, U =39, p = 0.0001). B) Evaluacion de la MT
en ensayos con ITls entre las fases de muestra y eleccidon en ambos grupos. Obsérvese que AB1.42 redujo las RC
(U de Mann-Whitney; 5 min U=6, p= 0.0015; 10 min U= 6, p= 0.0023). Inserto. Ajuste de una funcién de
decaimiento logaritmico de una fase flanqueado por una meseta de las RC medias (U Mann- Whitney, U= 46, p=
0.0001). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE (A) o como mediana * rango intercuartilar
(Inserto Ay B)

48



En el quinto dia, también se probdé la MT en los sujetos experimentales
introduciendo ITIs variables, mostrando que el desempeiio del grupo AP global se redujo
significativamente cuando el retraso entre las fases de muestra y eleccién fue de 5 min (50
% de RC frente al 83 % de RC del grupo control; U de Mann-Whitney, U= 6, p = 0.001; Fig.
14B). Del mismo modo, el rendimiento del grupo AB global se redujo significativamente
cuando el ITl entre la muestra y eleccion fue de 10 min (53 % de RC frente al 88 % de RC del
grupo de control; U de Mann-Whitney, U = 6, p = 0.002; Fig. 14B). El ajuste de una funcidn
de decaimiento de una fase para los ensayos con ITls para los grupos AB global y control (R?
=0.13 y 0.44, respectivamente) reveld una tau significativamente mas larga en el grupo AB
global (1.75 min) que en el grupo control (0.16 min; U de Mann-Whitney, U= 46, p= 0.0001;
Fig. 14B, inserto).

Para corroborar que las alteraciones en la MT se debian al efecto del péptido AB1-a2
tras la inyeccion ICV, y no al aprendizaje defectuoso de la tarea, se entrenaron a animales
naive en la versién NMS del laberinto en Figura de 8 (Figs. 8 y 15). Una vez que alcanzaron
puntuaciones perfectas, los animales fueron inyectados con el AB ICV (grupo AP global) o
con medido F12 (grupo control; Fig. 15A). Dos semanas después de la inyeccién, los
animales fueron reentrenados en el laberinto en Figura-8 durante cinco dias.

Durante el rentrenamiento, los animales de ambos grupos experimentales
mantuvieron un desempefio sin errores en los intervalos sin retraso (Fig.15 A). Sin embargo,
cuando se incluyeron ITIs entre las fases de muestra y eleccion, el grupo AR global (n=8)
mostré un desempeiio significativamente reducido en los retrasos de 5y 10 min (63 y 50 %
de RC, respectivamente), en comparacién con el grupo control (81 % de RC; U de Mann-
Whitney, 5 min, U= 3, p= 0.001; 10 min, U =1, p= 0.0001; Fig. 15B). Las funciones
exponenciales ajustadas para los ensayos con retrasos para los grupos AP global y control
(R?=0.6y 0.2, respectivamente) revelaron una tau significativamente mas larga en el grupo
AP global (16.7 min) que en el grupo control (0.6 min; U de Mann-Whitney, U= 57, p=
0.0001; Fig. 15B inserto).
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Fig. 15. El A8 global reduce la MT del laberinto en Figura de 8 previamente aprendido y la FC

A) Evaluacién de la MT en ensayos sin retraso entre las fases de muestra y eleccion en animales -que previamente
aprendieron la regla de NMS y a los que luego se les inyectd ICV con AB (AB Global) o su vehiculo (Control). Los
datos son posteriores a la inyeccidn. Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE. B) Evaluacion
de la MT en ensayos con ITls variables entre las fases de muestra y eleccién en animales que previamente
aprendieron la regla de NMS. Obsérvese que el AB global reduce el rendimiento con retrasos de 5 min (U Mann-
Whitney, (U =3, p= 0.0014) y 10 min (U =0, p= 0.003) en comparacién con el grupo Control. Inserto. Ajuste de
una funcién de decaimiento logaritmico de una fase flanqueado por una meseta de las RC medias (U de Mann-
Whitney, U= 57, p= 0.0001). C) Evaluacion de la FC cambiando de una regla NMS a una MS, destaca que los
animales tratados con AB1.42 nunca aprendieron la regla MS (Modelo mixto ANOVA, dia: (F (7, 35) = 41.74, p=
0.0001); grupo: (F (1, 5) = 127.5, p= 0.0001); dia X grupo (F (7, 35) = 28.66, p= 0.0001), post- hoc de Bonferroni
post-hoc). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE (A y C) o como mediana + rango
intercuartilar (B).



6.3.1.2 Lainyeccion global del AB1-42 bloquea la FC

El funcionamiento adecuado de la PFCm no solo se relaciona con una buena MT,
también estd correlacionado con otras funciones ejecutiva como la FC (Diamond, 2013); la
cual también se ve disminuida durante la EA (Boone et al., 1993; Van den Broeck et al.,
2019). Para medir la FC, se cambio la regla para resolver satisfactoriamente el laberinto en
Figura de 8, pasando de una version NMS a una version MS (Figs. 8 y 15). Encontramos que
los animales control mejoran su rendimiento del 15 % RC en el primer dia de entrenamiento
reverso al 95 % de RC durante el octavo dia de entrenamiento reverso (Fig. 15C).

Por el contrario, los animales AP global fueron completamente incapaces de cambiar
su comportamiento, manteniendo sélo el 13 % de RC después de ocho dias de
entrenamiento de entrenamiento reverso (ANOVA de Modelo mixto, dia: (F (7, 35) = 41.74,
p= 0.0001); grupo: (F (1, 5) = 127.5, p= 0.0001); dia X grupo (F (7, 35) = 28.66, p= 0.0001),
post-hoc de Bonferroni; Fig. 15C). Estos hallazgos muestran que la inyeccion del AB1-42 global

afecta al aprendizaje, ala MT vy la FC.

6.3.1.3 Lainfusion global del AB1-42 modifica el aprendizaje del laberinto modificado en T.
Los resultados obtenidos con el laberinto en Figura de 8 mostraron que este
laberinto es una buena herramienta para medir los efectos del AB1.42 sobre el aprendizaje
de una tarea asociada a la conexién HP-PFC (Wang & Cai, 2006), asi como el impacto del
AB1-42 en la MT (Zhang et al., 2013) y la FC (Deacon & Rawlins, 2006). Sin embargo, este
laberinto mostré rdpidamente un efecto de techo, lo cual denota que el requerimiento
cognitivo para resolver este laberinto es bajo, ello podria enmascarar efectos mas finos del
ABi-22 (Nakamura et al., 2001; Salgado-Puga et al., 2015; Stepanichev et al., 2003). Ademas,
para poder observar las diferencias entre los grupos experimentales se requirié el uso de
ITls de una duracién muy larga. ITls muy largos podrian estar mdas bien asociados a la
memoria a corto plazo (Dudchenko, 2004; Pedigo et al., 2006). A fin de contar con una
evaluacién conductual de la MT mas completa, un grupo independiente de animales fueron
entrenados en el laberinto modificado en T, el cual requiere una respuesta tipo MS para

poder resolverse satisfactoriamente.
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Fig. 16. El A8 global (ICV) reduce el aprendizaje del laberinto modificado en T.

Curva de aprendizaje de la regla MS sin retraso en animales inyectados ICV con AB1.4;2 0 su vehiculo (control) en
el laberinto modificado en T, representada como el porcentaje de RC (ANOVA de Modelo mixto, dia: F (9,90) =
18.90, p= 0.001; grupo: F (1,10) =21.14, p= 0.001; dia X grupo F (9,90) =3.767, p=0.005, post-hoc de Bonferroni).
Inserto. Ajuste logaritmico de una fase flanqueado por una meseta (R2= 0.74 Veh, 0.11 AB; tau = 2.77 dias Veh,
2.57 dias AB) de la media de RC (U de Mann-Whitney, U=0, p= 0.0001). Los datos se presentan individualmente,
asi como media * EE o como mediana # rango intercuartilar (Inserto).

Un grupo de ratas macho Wistar de 8 semanas fue infundido ICV (control n= 6; AB
global n=6) y se entrenaron en el laberinto modificado en T durante 10 dias (Fig. 8). Durante
primer dia de entrenamiento, las ratas del grupo AB global mostraron un menor nimero de
respuestas (30.0% de RC) comparado con el grupo control (51.3% de RC). A partir del dia de
entrenamiento 6 las ratas del grupo Vehiculo alcanzaron un 77.5% de RC en comparacién
con el 50.83% de RC del grupo AB global que mantuvieron sus respuestas alrededor del azar.

En los dias de entrenamiento subsecuentes (D7- D10), mientras que en el grupo
control incrementd progresivamente las RC (77.5%; 84.17 %; 86.67%; 86.67% de RC,
respectivamente), el grupo AP global no mostro mejorias (50.83%; 51.67%; 53.33%; 54.17%
de RC, respectivamente) [ANOVA de Modelo mixto, dia: F (9,90) = 18.90, p= 0.001; grupo: F
(1,20) =21.14, p= 0.001; dia X grupo F (9,90) =3.767, p=0.005, post-hoc de Bonferroni;
Fig.16]. Sin embargo, al intentar ajustar una funcién de decaimiento logaritmico, como en

los casos anteriores, el ajuste era ambiguo. Esto, debido a que los animales pasan un
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periodo muy largo de tiempo (4 dias) en cambiar la estrategia utilizada para resolver el
laberinto. Por ello, se utilizé un ajuste que asumiera la presencia de un desempeiio basal
persistente, al ajustar una funcidén exponencial flanqueada por una meseta (R? =0.74 Veh;
0.11 AB global), reveld una tau de 2.77 y 2.57 dias para el grupo control y el grupo AP global
respectivamente, siendo los cambio en la pendiente minimos. El aprendizaje del grupo
experimental es significativamente menor comparado con el control (U de Mann-Whitney,
U=0, p= 0.0001; Fig. 16, inserto).

Dado que los animales del grupo AB global no pudieron adquirir la regla para
responder satisfactoriamente al laberinto modificado en T, y con el fin de remover los
efectos del ABi-42 sobre el aprendizaje, un grupo independiente de ratas naive de 5 semanas
de edad fueron entrenadas en el laberinto modificado en T (n=16). Este grupo experimental
requirié de un mayor numero de dias de entrenamiento para alcanzar y mantener el criterio
de aprendizaje (75 % de RC) a lo largo de 3 dias (D16- D19). El ajuste de una funcidon
sigmoidal operacionalizada (R?=0.57) mostrd una tau de 16.95 dias (Fig. 17A). Concluido el
entrenamiento, los animales fueron separados en dos grupos aleatoriamente, e inyectados
ICV con ABi-42 (AB global, n=8) o su vehiculo (control, n=8). Pasadas dos semanas de la
inyeccidn, los animales fueron reentrenados en el laberinto modificado en T durante 5 dias
(Fig. 8).

Durante el reentrenamiento se presentaron ensayos sin ITI (Fig. 17B) y ensayos con
ITls variables (10s, 15s, 30s, 60s; Fig. 17C). En los ensayos simples (sin retraso) los animales
pertenecientes al grupo AB global tuvieron un desempefio por debajo del criterio de
aprendizaje (56.26%; 56.25 %; 63.75%; 71.25%; 66.25% de RC, por dia), comparado con el
grupo control (79.38%, 91.88%, 95.00%; 91.88%; 95.00% de RC, por dia) [ANOVA de Modelo
mixto, dia: F (4,56) = 3.64, p= 0.013; grupo: F (1,14) =22.18, p= 0.003; dia X grupo F (4,56)
=0.96, p=0.43, post-hoc de Bonferroni; Fig. 17B]. Los porcentajes de RC fueron ajustados
con una exponencial de una fase de asociacién (R?=0.77 Veh; R?= 0.12 AB), con lo que se
observé una tau de 5.20 dias para el grupo AP global y de 0.87 dias para el control (U de
Mann-Whitney, U= 521 p= 0.0001, Fig. 17B, inserto).
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Fig. 17. La inyeccion del AB;.4> global reduce el desempefio en el laberinto modificado en T.

A) Curva de aprendizaje, antes de la infusién ICV (n=16). Se observa que los animales alcanzan el criterio de
aprendizaje a partir del dia 16. Inserto. Ajuste de una funcidn sigmoidal operacionalizada de las RC medias (R?
=0.57) con una tau de 16.95 dias B) Curva de reentrenamiento tras infusién ICV del AB1.42 (n=6) o su vehiculo
(control, n=6). Nétese que los animales pertenecientes al grupo AB global no recuperan un desempefio por
encima del criterio de aprendizaje (75% de RC) [ANOVA de Modelo mixto, dia: F (4,56) = 3.64, p= 0.013; grupo: F
(1,14) =22.18, p= 0.003; dia X grupo F (4,56) =0.96, p=0.43, post-hoc de Bonferroni]. Inserto. Ajuste de una
funcién exponencial de una fase de asociacion de las RC medias del grupo control (R2=0.77) y del AR global (R2=
0.12) y con una tau de 0.87 y de 5.20 dias para el grupo control y AR global, respectivamente (U de Mann-
Whitney, U= 512 p= 0.0001). C) Evaluacion de la MT en ensayos con ITls en animales que fueron previamente
entrenados y a los que luego se les inyectd ICV con el AB (AB Global) o su vehiculo (Control). Obsérvese una
reduccioén en las RC dependiente de los ITIs en el grupo control. Por su parte hay una reduccién significativamente
mayor de las RC en el grupo AB global comparado con el control en todos los ITls [ANOVA de dos vias, ITls: F
(3,42) = 4.59, p= 0.0072; grupo: F (1,14) =91.87, p= 0.0001; ITls X grupo F (3,42) =0.32, p=0.88, post-hoc de
Bonferroni] en comparacién con el grupo Control [prueba de comparaciéon multiple de Bonferroni, 10s (t(56) =
5.04, p=0.0001),15s (t(56) = 4.17, p =0.0004), 30 s (t(56) = 4.71, p= 0.0001), 60s (t(56) = 3.73, p= 0.001)]. Inserto.
Ajuste de una funcién de decaimiento logaritmico de una fase flanqueado por una meseta de las RC medias (U
de Mann-Whitney, U= 0, p= 0.0001). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE (A, By C) o
como mediana * rango intercuartil (Inserto By C)

54



En cuanto a la evaluacion de la MT con los ITIs (Dudchenko, 2004), se observé un
decaimiento en la RC del grupo control de manera dependiente del intervalo (10s: 78.13%
, 155 : 72.5 %; 30s: 69.38%; 60s: 60.0% de RC). Esta disminucidon en el grupo control
demuestra que este paradigma conductual es mas sensible para medir modificaciones en la
MT. Por su parte, el grupo AB global tuvo un decremento significativamente mayor en las
RC (10s: 49.38%, 15s: 48.75 %; 30s: 42.5%; 60s: 38.75% de RC) comparado con el grupo
control [ANOVA de dos vias, ITls: F (3,42) = 4.59, p= 0.0072; grupo: F (1,14) =91.87, p=
0.0001; ITIs X grupo F (3,42) =0.32, p=0.88, post-hoc de Bonferroni; Fig. 17C] [prueba de
comparacion multiple de Bonferroni, 10s (t(56) = 5.04, p= 0.0001),15s (t(56) = 4.17, p
=0.0004), 30 s(t(56) =4.71, p=0.0001), 60s (t(56) = 3.73, p=0.001)]. El ajuste de una funcion
de decaimiento logaritmica a la media de las RC durante los ITIs (R?=0.34,0.11; control y AB
global respectivamente) mostrd una tau de 28.44s y de 60.11s para el grupo AP global y
control, respectivamente (U de Mann-Whitney, U= 0 p= 0.0001, Fig. 17C inserto). Estos
resultados, son concordantes con los obtenidos en el laberinto en Figura de 8, demostrando

que AB global reduce la MT.

6.3.2 Lainfusion global del AB1.4> afecta la excitabilidad de la PFCm

Una vez estudiado el efecto del ABi142 en conductas asociadas a la PFCm y su
conexidn con el HP, se procedié a estudiar los efectos de la inyeccidn global del AB en la
actividad eléctrica del circuito HP-PFCm. Para ello, se realizaron registros de patch clamp,
en la modalidad de célula completa, en neuronas piramidales de la capa V de la PFCm. Los
registros se realizaron en las regiones IL y PrL, ya que la via directa del HPv a la PFC arriba

a estas regiones de la PFCm (Parent et al., 2010; Siapas et al., 2005).

Una vez identificada la célula y roto el giga-sello (configuracion de célula completa),
se caracterizaron las propiedades subumbrales y supraumbrales de las neuronas
piramidales de la PFCm en cortes obtenidos 2-3 semanas después de que los animales
fueran inyectados ICV con AP (grupo AP global, n=36) o su vehiculo (grupo control,n= 34)

(semana 10-11 postnatal, Fig. 8).
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Encontramos que las propiedades pasivas, como el potencial de membrana en
reposo (RMP; U Mann-Whitney, U= 527, p= 0.33), la Rm (U Mann- Whitney, U= 602, p=
0.74), la Tau (U de Mann-Whitney, U= 567, p= 0.60), la rehobase (U de Mann- Whitney, U=
525, p=0.3019) y el potencial sag (U de Mann-Whitney, U=508, p=0.22) (Fig. 18A-E, F) eran

similares entre los grupos.
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Fig. 18. Propiedades pasivas de las células piramidales de la capa V de la PFCm tras la aplicacién del A8 global.
Arriba. Trazos representativos del potencial de membrana de neuronas piramidales de la capa V de la PFCm en
respuesta a pulsos cuadrados de corriente hiperpolarizante y despolarizante (curva 1/V) de los grupos Control
(izquierda) y AB local (derecha). Cuantificacion de A) el RMP (U Mann-Whitney, U= 527, p=0.33), B) laRm (U de
Mann-Whitney, = 602, p= 0.74), C) la Tau (U de Mann-Whitney, U= 567, p= 0.60), D) la Curva I/V (U de Mann-
Whitney, U= 199, p= 0.98), E) la Reobase (U de Mann-Whitney, U= 525, p= 0.3019), F) el Sag (U de Mann-Whitney,
U=508, p=0.22) para ambos grupos. Los datos se presentan individualmente, asi como mediana + rango
intercuartilar.
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Cuando evaluamos las propiedades de disparo de las células piramidales de la capa
V de la PFCm (Fig. 19), descubrimos que la aplicacion global del ABi.4> aumentaba
significativamente el nUmero promedio PA inducidos por estimulos de magnitud creciente
[ANOVA de Modelo mixto, I= F (1.34, 90.10) = 345.7, p= 0.0001); grupo (F (1, 67) = 1.354,
p= 0.24); | X grupo (F (9, 603) = 2.84, p= 0.002), Bonferroni post-hoc; Fig. 19A]. Las
comparaciones por pares muestran que el aumento en el disparo de PA fue
significativamente mayor en el grupo del AB1-42 solo en la corriente despolarizante de 500
pA (27.91 + 9.98 PA), en comparacion con el grupo control (23.08 £ 7.60 PA; prueba de

comparacion multiple de Bonferroni; Fig. 19A).

En comparacién con reportes de otros grupos de investigacién (Haghani et al., 2012;
Y. Wang et al., 2009) no encontramos que las células del grupo AP tuvieran modificaciones
en el AHP (t de Student, t (29) = 1, p= 0.38, Fig. 19B). También, evaluamos la adaptacién de
los PA inducidos por una corriente despolarizante de 400 pA y descubrimos que el grupo AB
global no presentaba una frecuencia de disparo inicial diferente al grupo control (t de
Student, t (76) = 0.85, p=0.33; Fig. 19C). Por otra parte, hay una tendencia de mayor la tasa
de disparo durante el estado estacionario en el grupo AB, sin alcanzar significancia
estadistica (AB: 22.46 £ 1.10 Hz, Veh: 19.07 £ 1.09 Hz; t de Student, t (27) = 2.8, p=0.09, Fig.
19D). Tampoco se encontraron diferencias en la constante de tiempo de adaptacidn
(tAdapt; t de Student, t (76) = 0.65, p= 0.5; Fig. 19E); o en el factor de atenuacién (ver

Materiales y Métodos) (t de Student, t (76) =1.3, p =0.18, Fig. 19F).

6.3.3 El AB1-42 global incrementa la actividad sindptica espontanea

Los dafios generados por el péptido AB1-42 en la MT y la FC, pueden deberse a
modificaciones en la transmisidn sindptica, asi como su plasticidad a corto y largo plazos
(Joseph et al., 2021; Kumar et al.,, 2019). Por ello, se caracterizaron las propiedades
sindpticas de las neuronas piramidales de la PFC en cortes obtenidos 2-3 semanas (semana

postnatal 10-11) después de la inyeccidn ICV en la PFCm con AB1-42 o su vehiculo (Fig. 8).
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Fig. 19. El A8 global aumenta la frecuencia de disparo

Arriba. Trazos representativos del disparo de neuronas piramidales de la capa V de la PFCm en respuesta a pulsos
cuadrado de corrientes despolarizante (curva I/F) para los grupos Control (izquierda) y AB Local (derecha). A)
Media y EE para cada punto de la curva I/F (ANOVA de Modelo mixto, I= F (1.34, 90.10) = 345.7, p= 0.0001);
grupo (F (1, 67) = 1.354, p=0.24); | X grupo (F (9, 603) = 2.84, p= 0.002), post hoc de Bonferroni). B) Amplitud del
AHP (mV) (t de Student, t (29) = 1, p= 0.038). C) Frecuencia de disparo inicial (Hz) (t de Student, t (76) = 0.85, p=
0 .33). D) Disparo en estado estacionario (Hz) (t de Student, t (27) = 2.8, p=0.009). E) Tau de adaptacion (ms) (t
de Student, t (76) = 0.65). F) Los factores de atenuacion se cuantifican para cada grupo (t de Student, t (76) =1.3,
p =0.18). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE.
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Al evaluar las sPSCs registradas a -70 mV del grupo AB global (n=22) y vehiculo
(control, n=19), se encontré un incremento de la frecuencia de las sPSCs en el grupo AR
global (12.08 £ 1.22 Hz) en comparacién con el grupo control (8.50 + 0.50 Hz, t de Student
t(39)=2.5, p=0.01, Fig. 20B). También, la amplitud de las sPSCs es significativamente mayor
en el grupo AP global (26.70 £ 1.89 pA) a la observada en el grupo control (19.55 + 1.09 pA;
t de Student t (39) = 31, p =0.003, Fig. 20A).
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Fig. 20. El A8 global incrementa la amplitud y frecuencia de las sPSCs.
Arriba. Trazos representativos de las sPSCs de los grupos Control (izquierda) y AR local (derecha). A) Amplitud
de las sPSCs t (de Student t (39) = 31, p =0.003). B) Frecuencia instantanea de las sPSCs (t de Student t (39) = 2.5,
p =0.01). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE

59



6.3.4 La inyeccion global del AB1.42 no genera modificaciones de la actividad sindptica de
corto plazo, pero bloquea la LTP

Debido a que el ABi1-a2 puede producir efectos diferenciales, y a veces opuestos, en
diferentes sinapsis que llegan al mismo blanco celular en condiciones experimentales
idénticas (Brown et al., 2005; Kurudenkandy et al., 2014; Riegel et al., 2007; Shipton et al.,
2022; Y. Wang et al., 2013), se estudiaron los EPSCs de las neuronas piramidales ya sea
evocados por la estimulacidn de la entrada del HPv o por la via intra-PFCm. Al evaluar la
entrada HP-mPFC (Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017; Fig. 8), no se encontraron cambios
ni en la amplitud ante diferentes magnitudes de estimulacion [ANOVA de Modelo mixto, I=
F (3, 38) = 13.40, p= 0.001); grupo (F (1, 21) = 1.20, p= 0.28); | X grupo (F (3, 38) = 1.27,
p=0.29), post-hoc de Bonferroni; Fig. 21A], ni en su STP ante diferentes frecuencias de
estimulacion [ANOVA de Modelo mixto, Frecuencias=F (4,272) = 12.49, p= 0.001); grupo (F
(7, 68) = 1.32, p= 0.25); Frecuencias X grupo (F (28, 272) = 1.807, p=0.009), post-hoc de
Bonferroni; Fig.22A-B] en comparacion con el grupo control.

Al evaluar los EPSCs evocados en las neuronas piramidales de la PFCm por su entrada
intracortical (intra-PFC; Fig. 21B), no se encontraron diferencias entre los grupos en su
amplitud cuando se estimulé con diferentes intensidades [ANOVA de modelo mixto, I=F (3,
41) =11.41, p=0.001); grupo (F (1, 21) = 0.008, p=0.99); | X grupo (F (3, 41) = 0.68, p=0.56),
post-hoc de Bonferroni ; Fig.21B] o en la STP intracortical [ANOVA de Modelo mixto,
Frecuencia=F (4, 192) = 8.68, p=0.001); grupo (F (7, 48) = 1.23 p=0.21); Frecuencias X grupo
(F (28, 192) = 0.95, p=0.53, Fig. 22C-D]. La plasticidad a corto plazo observada en nuestros
experimentos se asemeja mucho a los patrones de plasticidad descritos anteriormente
(Flores- Martinez & Pena-Ortega, 2017; Parent et al., 2010), con coeficientes de facilitacion
a corto plazo de las conexiones HP-PFC superiores a los de la estimulacién intra PFC (es

decir, conexiones cortico- corticales; Parent et al., 2010).
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Fig. 21. El A8 global no modifica los EPSCs de las neuronas de la capa V de la PFCm.

Arriba. Trazos representativos de los EPSCs de las células piramidales de la capa V de la PFCm evocadas por
pulsos pareados aplicados en el haz hipocampal (izquierda) o en la capa | (Intra PFCm; derecha) del grupo Control
(izquierda) y AB (derecha). A) Amplitud de los EPSCs en funcidn de la intensidad de estimulacién (en unidades de
Umbral) para la via HP-PFCm [ANOVA de Modelo mixto, I=F (3, 38) = 13.40, p= 0.001); grupo (F (1, 21) = 1.20, p=
0.28); | X grupo (F (3, 38) = 1.27, p=0.29), post-hoc de Bonferroni]. B) Amplitud de los EPSCs en funcién de la
intensidad de estimulacion (en unidades de umbral) para la via Intra-PFCm [ANOVA de modelo mixto, I=F (3, 41)
=11.41, p=0.001); grupo (F (1, 21) =0.008, p=0.99); | X grupo (F (3, 41) = 0.68, p= 0.56), post-hoc de Bonferroni].
Se presentan ajuste a curva logaritmica a cada grupo de datos (mostrados individualmente), asi como media *
EE.
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Fig. 22. El A8 global no afecta a la STP de neuronas de la capa V de la PFCm.

Arriba. Trazos representativos de EPSCs de células piramidales de la capa V de la PFCm evocados por trenes de
estimulacién a diferentes frecuencias, en la via HP-mPFC (izquierda) o intra-PFCm (derecha) para grupo Control
(arriba) y AB (abajo). Se presenta la amplitud normalizada (primer EPSP como 100%) ante diferentes frecuencias
de estimulacion en la via HP-mPFC de los grupos Control y AB (A-D) [ANOVA de Modelo mixto, Frecuencias= F
(4,272) = 12.49, p= 0.001); grupo (F (7, 68) = 1.32, p= 0.25); Frecuencias X grupo (F (28, 272) = 1.807, p=0.009),
post-hoc de Bonferroni], asi como por trenes de estimulos a diferentes frecuencias en la via Intra-PFCm en el
control y AB (E-D) [ANOVA de Modelo mixto, Frecuencia= F (4, 192) = 8.68, p= 0.001); grupo (F (7, 48) = 1.23 p=
0.21); Frecuencias X grupo (F (28, 192) = 0.95, p= 0.53]. Se presentan ajuste a curvas hiperbdlicas a cada grupo
de datos y frecuencia (mostrados como la media).

Por ultimo, en la via HP-PFCm y en la sinapsis intra-PFC, se evalud la LTP inducida
por la estimulacion tetanica (Herry & Garcia, 2002; Salgado-Puga et al., 2017; Fig. 23). La
infusidn global del AB (n=6) bloquea la LTP en la via HP-mPFC (Fig. 23A). El grupo control
(n=6) mostré una LTP de 133.607? + 7.23 % del basal 40 min después de la estimulacion
tetanica de la via HP-mPFC (Fig. 23B). En contraste, el grupo AB global la no pudo mantener
la potenciacién post-tetanica y 40 min mas tarde de la HFS, se habia inducido una

disminucion de la amplitud del EPSC (76.54 + 8.054 % de la basal; U de Mann Whitney, U=
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0, p=0.01). Resultados similares se encontraron al estudiar la sinapsis intracortical. En estos
experimentos el grupo control (n=5) mostré una LTP de 124.90 * 1.75 del basal 40 min
después de la estimulacién tetanica de la via intracortical (n=5; U de Mann-Whitney, U=1,
p=0.015; Fig. 23C). En contraste, el grupo AB mostrd LTD 40 min después de la HFS de la via
intracortical (n=5; 69.21 + 25.13 % de la basal; Fig. 23D).
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Fig. 23. El A8 global bloquea la LTP de las células piramidales de la capa V de la PFCm e induce LTD.

Arriba. Trazos representativos de EPSCs evocados enla via HP-PFCm en condiciones basales (izquierda), tras la
HFS (centro) y 40 min después de la HFS (derecha) para el grupo Control (arriba) y AB Local (abajo). A) Curso
temporal de la amplitud EPSC normalizada antes y después de la HFS de la via HP-mPFC. B) Cuantificacion de la
amplitud EPSC normalizada 1 min y 40 min después de la HFS (U de Mann-Whitney, U= 0, p=0.01). Abgjo. Trazos
representativos de EPSCs evocados en la via Intra-PFCm en condiciones basales (izquierda), tras la HFS (centro) y
40 min después de la HFS(derecha) para controles (arriba) y grupo AB Local (abajo). C) Curso temporal de la
amplitud EPSC normalizada antes y después de la tetanizacidon de la via Intra-PFCm. D) Cuantificacién de la
amplitud EPSC normalizada 1 min y 40 min después de la HFS (U de Mann-Whitney, U=1, p= 0.015). Los datos se
presentan como media * EE (A 'y C) o como mediana * rango intercuartilar (B y D).
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6.4 Efecto delainyeccidn local (intra-PFCm) del AB1-42 sobrela MT y la
actividad eléctrica de la PFCm

6.4.1 Lainyeccion local del AB1-42 bloquea la MT

Dado que la MT requiere del funcionamiento adecuado de la PFCm (Miller & Cohen,
2001); y ya que se observaron efectos deletéreos tras la inyeccién global del AB1-42 sobre la
MT y que hasta el momento de la revisidn bibliografica del presente trabajo no se
encontraron reportes del efecto de la inyeccidn intra-PFCm sobre la MT; se procedid a
evaluar el efecto de la inyeccion local del AB1-42 en la MT.

Con el fin controlar los efectos que podria tener el AB1-42 local sobre el aprendizaje
del laberinto en Figura de 8, animales naive se entrenaron inicialmente en la version NMS
(Fig. 8). Alcanzado un desempefio perfecto, los animales fueron inyectados con AB (grupo
AB local) o su vehiculo (grupo control) intra PFCm (Fig. 24). Dos semanas después de la
inyeccion, los animales fueron reentrenados en el laberinto en Figura de 8 durante cinco

dias.
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Fig. 24. El A8 local reduce la MT evaluada en el laberinto en Figura de 8 previamente aprendido

Evaluacion de la MT en ensayos con ITls variables entre las fases de muestra y eleccidn en animales que
previamente aprendieron la regla de NMS y a los que luego se les inyectd ICV con AB (AB Global) o su vehiculo
(Control). Obsérvese que el grupo AP local muestra una reduccién en todos los ITIs en comparacion con el grupo
Control (U de Mann-Whitney, 0.25 min (U =0, p= 0.0043); 0.5 min (U =0, p= 0.0043), 1 min (U =0.5, p= 0.0065), 5
min (U =0, p= 0.0022), 10 min (U =0, p= 0.0022). Inserto. Ajuste de una funcidn de decaimiento logaritmico de
una fase de las RC medias (U de Mann-Whitney, U=0, p= 0.0001). Los datos se presentan individualmente, asi
como mediana * rango intercuartilar.
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Como fue observado en los animales inyectados ICV, durante el reentrenamiento los
animales de los grupos experimentales continuaron con una ejecucidn sin ningln error en
los ensayos sin retraso (datos no mostrados). Sin embargo, al incluir los ITls, los efectos
sobre la MT fueron mds marcados que lo reportado en el grupo AB Global, ya que se redujo
significativamente el desempefio en todos los ITls probados en comparacién con el grupo
control (U de Mann-Whitney, 0.25 min (U =0, p= 0.0043); 0.5 min (U =0, p= 0.0043), 1 min
(U =0.5, p= 0.0065), 5 min (U =0, p= 0.0022), 10 min (U =0, p= 0.0022), Fig. 24). Asi, las
funciones exponenciales ajustadas para los ensayos con ITls para los grupos AB local y
control (R? =0.8 y 0.3, respectivamente) revelaron una tau significativamente mas larga en
el grupo AB local (6.7 min) que en el grupo control (0.2 min; U de Mann-Whitney, U= 0, p=
0.0001; Fig. 24, inserto).

6.4.2 La infusion local del A8 induce hiperexcitabilidad de las neuronas piramidales de la
capa V de la PFCm
A fin de encontrar un correlato fisiolégico que explicara las alteraciones en la MT
tras la inyeccion de intra-PFCm del ABi.42, se caracterizaron las propiedades pasivas y
activas de las neuronas piramidales de la PFC en cortes obtenidos 3-4 semanas (semana
11 postnatal, Fig. 8) después de que los animales fueran inyectados localmente (grupo AB

local, n=13) o su vehiculo (grupo control,n=17).

Encontramos que la mayoria de las propiedades subumbrales, como el potencial
de membrana en reposo (RMP; U Mann-Whitney, U= 106, p= 0.85), la Rm (U Mann-
Whitney, U= 81, p= 0.21), la Tau (U de Mann-Whitney, U= 103, p= 0.77) y la rehobase (U
de Mann- Whitney, U= 85, p= 0.2844) (Fig. 25A-E) eran iguales entre los grupos. Sin
embargo, las células piramidales del grupo AB local presentan un potencial sag mayor (5.0
+ 0.4 mV) que el del grupo control (3.5 £0.5 mV; U de Mann-Whitney, U= 59, p= 0.03; Fig.
25F).
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Fig. 25. Propiedades pasivas de las células piramidales de la capa V la PFCm en presencia del A8 local

Arriba. Trazos representativos del potencial de membrana de neuronas piramidales de la capa V de la PFCm en
respuesta a pulsos cuadrados de corriente hiperpolarizante y despolarizante (curva 1/V) de los grupos Control
(izquierda) y AB local (derecha). Cuantificacién de A) el RMP (U de Mann-Whitney, U= 106, p= 0.85), B) la Rm (U
de Mann-Whitney, U= 81, p=0.21), C) la Tau (U de Mann-Whitney, U= 103, p=0.77), D) la curva I/V (U de Mann-
Whitney, U= 192, p= 0.42), E) la Reobase (U de Mann-Whitney, U= 85, p=0.2844), F) el Sag (U de Mann-Whitney,
U= 59, p= 0.031) para ambos grupos. Los datos se presentan individualmente, asi como mediana * rango
intercuartilar.

Cuando evaluamos las propiedades activas de las células piramidales de la PFCm
(Fig. 26), descubrimos que la aplicacion local del ABi-42 aumentaba significativamente el
promedio de PA inducidos por estimulos de magnitud creciente [ANOVA de Modelo mixto,
I=F(1.376,38.53) =171.3, p=0.001); grupo (F (1, 28) = 13.55, p=0.001); | X grupo (F (9, 252)
= 6.80, p= 0.001), Bonferroni post-hoc; Fig. 26A]. Las comparaciones por pares muestran
que el aumento en el disparo PA fue significativamente mayor en las corrientes
despolarizantes de 400 pA (23.08 + 1.6 PA, p=0.017), 450 pA (25.23 + 1.5 PA, p=0.0005) y
500 pA (26.77 + 1.48 PA, p= 0.0006), en comparacién con el grupo control (15.76 + 1.38;
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15.41 £ 1.31; 16.47 £+ 1.61 PA, respectivamente; prueba de comparacion multiple de
Bonferroni; Fig. 26A).
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Fig. 26. El A8 local aumenta la frecuencia de disparo e induce cambios en el AHP y en la adaptacion del disparo.
Arriba. Trazos representativos del disparo de neuronas piramidales de la capa V de la PFCm en respuesta a pulsos
cuadrado de corrientes despolarizante (curva I/F) para los grupos Control (izquierda) y AB Local (derecha). Se
muestra el primer PA evocado en la rehobase. A) Media y EE para cada punto de la curva I/F (ANOVA de modelo
mixto, | (F (1.376, 38.53) = 171.3, p= 0.001); grupo (F (1, 28) = 13.55, p= 0.001); | X grupo (F (9, 252) = 6.801, p=
0.001), post-hoc de Bonferroni). B) Amplitud de la corriente AHPf (mV) (t de Student, t (29) = 3.6, p= 0.0011). C)
Amplitud de la corriente AHPs (mV) (t de Student, t (29) = 1, p= 0.3058). D) Frecuencia de disparo inicial (Hz) (t
de Student, t(27) = 3.5, p= 0.001). E) Disparo en estado estacionario (Hz) (t de Student, t (27) = 2.8, p= 0.009). E)
Tau de adaptacion (ms) (t de Student, t (27) = 2, p= 0.05). F) Los factores de atenuacién se cuantifican para cada
grupo (t de Student, t (27) =0-96, p =0.34). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE.
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Como en reportes anteriores a nuestro trabajo (Haghani et al., 2012; Y. Wang et al.,
2009), en esta tesis encontramos que las células del grupo AP local presentan un AHPf de
mayor amplitud (19.6 +1.56 mV; t de Student, t(29) = 3.6, p= 0.001) que el grupo control
(12.49 £1.21 mV; t de Student, Fig.26B). Por el contrario, no encontramos diferencias en la
amplitud de los AHPs (Vehiculo: 4.68 + 0.31 mV; AB: 5.35 + 0.58 mV; t de Student, t (29) =
1, p= 0.38, Fig. 26C). También evaluamos la adaptacion de los PA inducidos por una
corriente despolarizante de 400 pA y descubrimos que el grupo AP local generaba una
frecuencia de disparo inicial mds rapida (AB: 183,05 + 16.68 Hz vs Veh: 111.30 + 12.75 Hz; t
de Student, t (27) = 3.5, p= 0 .001, Fig. 26D) y una tasa de disparo en estado estacionario
mas rapida (AB: 24.27 + 2.58 Hz, Veh: 16.17 + 1.63 Hz; t de Student, t (27) = 2.8, p=0.009,
Fig. 26E) que las mostradas por el grupo control. Si bien el grupo AB local mostré una
constante de tiempo de adaptacién mas corta (tAdapt; AB: 20.05 + 2.36 ms, t de Student, t
(27) =2, p=0.05) que el grupo control (Veh: 30.14 + 3.93 ms, Fig. 26F), la adaptacion medida
como el factor de atenuacién (ver Materiales y Métodos) no mostré diferencias entre los

grupos (AB: 0.86 £ 0.01, Veh: 0.84 £ 0.02, Fig. 26G).

6.4.3 El ABi.42 local no genera cambios en la transmision sindptica basal o en la STP, pero
bloquea el mantenimiento de la LTP
Los efectos deletéreos del péptido ABi-42 se han relacionado con cambios en la
plasticidad sindptica a corto y largo plazo (Joseph et al.,, 2021; A. Kumar et al., 2019;
Salgado-Puga et al., 2017). Por ello, caracterizamos las propiedades sindpticas de las
neuronas piramidales de la PFC en cortes obtenidos 3-4 semanas (semana postnatal 11)
después de la inyeccidn local en la PFCm con ABi-a2 (local, n=10) o su vehiculo (control, n=

11) (Fig. 8).

Al evaluar las sPSCs en las neuronas registradas a -70 mV no encontramos
diferencias en la frecuencia de estas sPSCs entre los grupos A local y control (10.7 £+ 1.9y
10.0 £ 06 Hz, respectivamente, U de Mann-Whitney U= 50, p =0.75, Fig. 27B). Sin embargo,

la amplitud de las sPSCs tendié a ser mayor en el grupo AB local (16.7 £+ 0.7 pA) en
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comparacion con el grupo control (15.2 + 0.7 pA; U de Mann-Whitney U= 35, p=0.17, Fig.
27A)
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Fig. 27. El A8 local no modifica las sPSCs de las células piramidales de la capa V de la PFCm.

Arriba. Trazos representativos de las sPSCs de los grupos Control (izquierda) y AR local (derecha). A) Amplitud
de las sPSCs (t de Student t (19) = 1.5, p =0.15). B) Frecuencia instantanea de las sPSCs (t de Student t (19) = 0.33,
p =0.74). Los datos se presentan individualmente, asi como media + EE.

Asi como con la administracién del AB global, se estudiaron los EPSCs registrados en
las neuronas piramidales y evocados por la estimulacidén de diferentes entradas sindpticas.
Al evaluar la entrada del circuito HP-mPFC (Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017; Fig. 8),
no se encontraron cambios ni en la amplitud ante diferentes magnitudes de estimulacién
[ANOVA de Modelo mixto, I= F (4, 44) = 13.86, p= 0.001); grupo (F (1, 11) = 1.21, p= 0.29); |
X grupo (F (4, 44) = 0.51, p=0.72), post-hoc de Bonferroni; Fig. 28A] ni en su STP ante
diferentes frecuencias de estimulacién [ANOVA de Modelo mixto, Frecuencias= F (4,112) =
10.08, p=0.001); grupo (F (7, 28) =0.4217, p= 0.88); Frecuencias X grupo (F (28, 112) =0.47,

p=0.98), post-hoc de Bonferroni; Fig.29A-B] en comparacién con el grupo control.
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Fig. 28. El A8 local no modifica a los EPSCs de las neuronas de la capa V de la PFCm.

Arriba. Trazos representativos de los EPSCs de las células piramidales de la capa V de la PFCm evocadas por
pulsos pareados aplicados en el haz hipocampal (izquierda) o en la capa | (Intra PFCm; derecha) del grupo Control
(izquierda) y AB (derecha). A) Amplitud de los EPSCs en funcidn de la intensidad de estimulacién (en unidades de
Umbral) para la via HP-PFCm [ANOVA de Modelo mixto, I= F (4, 44) = 13.86, p= 0.001); grupo (F (1, 11) =1.21, p=
0.29); | X grupo (F (4, 44) = 0.51, p= 0.72), post-hoc de Bonferroni]. B) Amplitud de los EPSCs en funcién de la
intensidad de estimulacién (en unidades de umbral) para la via Intra-PFCm [ANOVA de Modelo mixto, I=F (4, 32)
=18.39, p= 0.001); grupo (F (1, 8) = 0.42, p=0.53); grupo | X (F (4, 32) = 0.49, p= 0.74), post-hoc de Bonferroni].
Se presentan ajuste a curva logaritmica a cada grupo de datos (mostrados individualmente), asi como media +
EE.

Las similitudes entre los grupos experimentales, también se encontraron al evaluar
los EPSCs evocados en las neuronas piramidales de la PFCm por su entrada intracortical
(intra-PFC; Fig. 28B). No se encontraron diferencias entre los grupos en la amplitud cuando
se estimuld a diferentes intensidades [ANOVA de modelo mixto, I= F (4, 32) = 18.39, p=
0.001); grupo (F (1, 8) =0.42, p= 0.53); | X grupo (F (4, 32) = 0.49, p= 0.74), post-hoc de
Bonferroni ; Fig.28B] o en su STP ante la estimulacion a diferentes frecuencias [ANOVA de
Modelo mixto, Frecuencia= F (4, 100) = 28.36, p= 0.001); grupo (F (6, 25) = 1.52 p=0.21);
Frecuencias X grupo (F (24, 100) = 1.21, p= 0.24, Fig. 29C-D].
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Fig. 29. El A8 local no afecta a la STP de neuronas de la capa V de la PFCm.

Arriba. Trazos representativos de EPSCs de células piramidales de la capa V de la PFCm evocados por trenes de
estimulacién a diferentes frecuencias, en la via HP-mPFC (izquierda) o intra-PFCm (derecha) para grupo Control
(arriba) y AB (abajo). Se presenta la amplitud normalizada (primer EPSP como 100%) ante diferentes frecuencias
de estimulaciéon en la via HP-mPFC de los grupos Control y AR (A-D) [ANOVA de Modelo mixto ANOVA,
Frecuencia= F (4,112) = 10.08, p= 0.001); grupo (F (7, 28) = 0.4217, p= 0.88); Frecuencias X grupo (F (28, 112) =
0.47, p= 0.98), post-hoc de Bonferroni], asi como por trenes de estimulos a diferentes frecuencias en la via Intra-
PFCm en el control y AB (E-D) [ANOVA de Modelo mixto, Frecuencia= F (4, 100) = 28.36, p= 0.001); grupo (F (6,
25) =1.52 p=0.21); Frecuencia X grupo (F (24, 100) = 1.21, p= 0.24), post-hoc de Bonferroni]. Se presentan ajuste
a curvas hiperbdlicas a cada grupo de datos (mostrados como la media)

Por ultimo, evaluamos la LTP inducida por la estimulacién tetanica (Herry & Garcia,
2002; Salgado-Puga et al., 2017; Fig. 30) de la sinapsis intracortical y de la via HP-PFCm. La
infusion local del AB (n=5) bloguea la LTP en la via HP-mPFC (Fig.30A). Mientras que el grupo
control (n=5) mostré una LTP de 159.80 + 33.43 % del basal 40 min después de la
estimulacion tetanica de la via HP-mPFC (Fig. 30B). Mas aun, en el grupo AB local existio
induccion de la potenciacion post-tetanica, pero no mantenimiento de LTP, e incluso se

condujo una LTD como respuesta tardia a la estimulacion tetanica de la via HP-mPFC (91.41
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1 3.6 % de la basal; U de Mann-Whitney, U=0, p= 0.0079). Encontramos resultados similares

en la sinapsis intracortical (Fig. 30). El grupo control (n=5) mostré una LTP de 173.30 + 35.05

del basal 40 min después de la estimulacion tetanica de la via intracortical (n=5; Fig. 30C).

Por el contrario, el grupo AB mostré una LTD 40 min después de la estimulacién tetdnica de

la via intracortical (n=5; 68.98 + 20.47 % de la basal; U de Mann-Whitney, U=1, p= 0.015;

Fig. 30D).
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Fig. 30. El A8 local bloquea la LTP de las células piramidales de la capa V de la PFCm e induce LTD.

Arriba. Trazos representativos de EPSCs evocados enla via HP-PFCm en condiciones basales (izquierda), tras la
HFS (centro) y 40 min después de la HFS (derecha) para el grupo Control (arriba) y AB Local (abajo). A) Curso
temporal de la amplitud EPSC normalizada antes y después de la HFS de la via HP-mPFC. B) Cuantificacion de la
amplitud EPSC normalizada 1 min y 40 min después de la HFS (U de Mann-Whitney, U=0, p= 0.0079). Abagjo.
Trazos representativos de EPSCs evocados en la via Intra-PFCm en condiciones basales (izquierda), tras la HFS
(centro) y 40 min después de la HFS(derecha) para controles (arriba) y grupo AB Local (abajo). C) Curso temporal
de la amplitud EPSC normalizada antes y después de la tetanizacion de la via Intra-PFCm. D) Cuantificacion de la
amplitud EPSC normalizada 1 min y 40 min después de la HFS (U de Mann-Whitney, U=1, p= 0.015). Los datos se
presentan como media * EE (A 'y C) o como mediana * rango intercuartilar (B y D).
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7 DISCUSION

Los estadios tempranos de la EA, se caracterizan por el deterioro cognitivo asociado a
las funciones ejecutivas, como la MTy la FC (Morris y Baddeley, 1988, Kensinger et al., 2003,
Klupp et al., 2015). Este deterioro se ha relacionado con la acumulacién del ABi-42 en la PFC
(Jack et al., 2008; Mander et al., 2015; Mori et al., 2014) y con alteraciones en la actividad
eléctrica asociada a esta acumulacién (Joseph et al., 2021; Klupp et al., 2015; Kumar et al.,
2019; Mander et al., 2015). A fin de relacionar estos procesos patoldgicos, en el presente
trabajo mostramos que una sola inyeccién del AB1.42 (tanto ICV, como intra-PFC), conduce
a la acumulaciéon del ABi4z, reduce el aprendizaje, la MT y la FC, estudiadas en dos
paradigmas conductuales. Las alteraciones conductuales se asociaron con cambios
electrofisiolégicos. La aplicaciéon de una sola inyeccidon ICV del ABisz, incrementa la
actividad sinaptica espontanea y bloquea la LTP, mientras que los efectos de la inyeccion
local del ABi-22 generan un mayor numero de cambios en la actividad de las neuronas
piramidales de la capa V de la PFCm como es un aumento de la frecuencia de disparo, un
mayor potencial sag, un aumento del AHPf, asi como el bloqueo del mantenimiento de la
LTP tanto en la via HP-PFC como en las sinapsis intracorticales. Estos hallazgos muestran
que el AB1-42 puede afectar la excitabilidad de la PFCm y a su plasticidad sindptica, dafnando
las funciones dependientes de la PFC, lo que podria constituir la base de las alteraciones

tempranas de las funciones ejecutivas en los pacientes con EA.

Tanto nuestro grupo de trabajo como otros grupos de investigacion han demostrado
gue una inyeccion uUnica del AB, ya sea por las vias ICV (Martinez-Garcia et al., 2021;
Stepanichev et al., 2003; Y. Zhang et al., 2013), intracisternal (Alcantara-Gonzalez et al.,
2019) o intraparenquimatosa (Haghani, Janahmadi, et al., 2012; Hruska & Dohanich, 2007;
Salgado-Puga et al., 2017), afecta a la actividad de diversos circuitos neuronales (Alcantara-
Gonzalez et al., 2019; Martinez-Garcia et al., 2021; Salgado-Puga et al., 2017) y altera
diferentes aspectos del aprendizaje y la memoria dependiente de varios circuitos
neuronales (Eslamizade et al., 2015; Haghani, Janahmadi, et al., 2012; Hruska & Dohanich,

2007; Martinez-Garcia et al., 2021; Salgado-Puga et al., 2017; Stepanichev et al., 2003; S.
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Wang et al., 2016; Zhen & Zhang, 2015). Sin embargo, nuestra reciente revision bibliografica
muestra que, este tipo de caracterizacidon nunca se ha realizado en la PFCm, aunque si que
se han explorado las consecuencias de la administraciéon intra-PFC sobre la funcidn

hipocampal (Eslamizade et al., 2015; Haghani, Shabani, et al., 2012).

En el presente trabajo, encontramos que una sola inyeccién ICV o intra-PFC del AB
redujo el aprendizaje, el desempefio sin retrasos, asi como la MT en el laberinto de la Figura-
8, mientras que impide la FC en este mismo laberinto (Figs. 14, 15, 24). Como ha sido
reportado anteriormente (Pedigo et al., 2006; Schaefers & Winter, 2011; Van Heusden et
al., 2021), los animales aprenden rapidamente y mantienen el maximo rendimiento en la
version NMS del laberinto Figura-8, lo que requiere de la funcion normal de la PFC (Pedigo

et al., 2006; Yoon et al., 2008).

Por su parte, los experimentos con el laberinto modificado en T, mostraron que una
sola inyeccion ICV del ABi-a2 bloquea el aprendizaje de una regla MS de novo, asi como
impide la evocacién de ésta y afecta la MT (Figs. 16, 17). Efectos similares del AB sobre la
adquisicion de un nuevo aprendizaje espacial ya han sido reportados previamente
(Nakamura et al.,2001; Stackman et al., 2003; Stepanichev et al., 2003). Nakamura et al
(2001), reporté que la inyeccion ICV del ABi42 reduce el desempefio en la tarea de
alternancia espacial espontanea presentada por primera vez en un laberinto en Y, ademas
de incrementar las latencias de escape durante el aprendizaje del laberinto acudtico de
Morris (Nakamura et al., 2001). Este efecto en la adquisicién de una tarea de memoria
espacial no es exclusiva del ABi4;, pues efectos similares han sido reportados con la
inyeccidon ICV del ABas-3s, que reduce la alternancia espontanea en el laberinto en Y, asi
como reduce el desempeno en el entrenamiento y reentrenamiento en el laberinto radial
de ocho brazos (Stepanichev et al., 2003). Por su parte, en el modelo transgénico Tg2576 se
ha reportado un aprendizaje deficiente y, por lo tanto, dafnos en la adquisicién de una regla

espacial en el laberinto acuatico de Morris (Stackman et al., 2003).
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En el presente trabajo, durante el primer dia de entrenamiento, las ratas del grupo
AB global mostraron deterioros en el aprendizaje de la regla MS en laberinto modificado en
T, ya que mostraron un porcentaje de RC por debajo del azar. Ello no necesariamente indica
una preferencia por un sitio del laberinto, sino la reiteracién en el uso de una regla que es
innata, como es la alternancia espacial (Dember & Fowler, 1958), que es la base de la regla
NMS (Hughes, 2004). La alternancia espacial se define como la tendencia natural de
responder de forma sucesiva ante dos o mads alternativas espaciales y permite explorar
sucesivamente diferentes lugares (Dember & Fowler, 1958; Hughes, 2004). Este tipo de
conducta estd altamente preservada en diferentes especies, incluidos los humanos vy
roedores (Deacon et al., 2003; Dember et al., 1989; Richman et al., 1986)Esta conducta tiene
un alto valor adaptativo dada su importancia para la busqueda de alimento (Richman et al.,
1986); por lo que, solo dafios considerables a las estructuras involucradas producen un

cambio en este tipo de conductas (Deacon et al., 2003).

Investigaciones previas han mostrado que, aunque una inyeccidn Unica del AB
intrahipocampal o intra-PFC no afecta al aprendizaje de la memoria dependiente del
contexto (Eslamizade et al., 2015; Haghani, Janahmadi, et al., 2012; Salgado-Puga et al.,
2017), puede afectar su evocacién (Sanchez-Rodriguez et al., 2019). Aqui encontramos que
una sola inyecciéon ICV del AB1-42 afecta ligeramente el aprendizaje de la version NMS del
laberinto de la Figura-8 (Fig. 14), mientras que en una memoria mas labil como la estudiada
en el laberinto modificado en T, podemos observar un cambio mas robusto (Fig. 17). En esta
linea, hallazgos previos indican que la inyeccidn ICV del AB induce un deterioro en el
aprendizaje del laberinto radial de ocho brazos (el cual es un laberinto de un alto
requerimiento cognitivo, como el laberinto modificado en T) (Stepanichev et al., 2003), el
laberinto Y (Fukuda et al., 2020) y el laberinto acuatico de Morris (Zhang et al., 2015). Estos
resultados se contraponen a lo encontrado por McDonald, et al., (1994), quienes reportaron
gue la inyeccion del AB en el HP no tuvo impacto en la resolucion de un laberinto radial de
8 brazos previamente aprendido. Por su parte Sweeney et al.,, (1997), también en un

laberinto radial de 8 brazos, mostraron que el entrenamiento previo bloquea el efecto del
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AB. Lo anterior, indica que los mecanismos celulares implicados en el aprendizaje son
altamente resistentes al AB, pero pueden verse afectados por este péptido en condiciones
especificas y en determinados circuitos (Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015), como lo fue

observado en el presente trabajo para la PFCm y la MT.

Como se ha demostrado previamente (Pedigo et al., 2006; Schaefers & Winter, 2011;
Van Heusden et al., 2021), en esta tesis también encontramos que la cantidad de las RC en
el laberinto de la Figura-8 disminuye con la introduccidn de ITls, en particular con los de
duracion mas larga (5 min y 10 min), lo que reafirma que el laberinto de la Figura-8 es
sensible para medir la MT (Jin & Maren, 2015; Pedigo et al., 2006; Schaefers & Winter, 2011;
Van Heusden et al., 2021). Si bien la inyeccién del AB1-42 intrahipocampal o en otras regiones
corticales afecta el desempeno en varios aspectos cognitivos (McLarnon & Ryu, 2008; Peiia-
Ortega, 2013); nosotros encontramos que la inyeccidén del AB local deteriora la MT, lo que
se refleja en una potenciacidn de la reduccion de respuestas correctas en el laberinto de la
Figura-8 cuando se introducen ITls, reduciendo el desempefio incluso en retrasos mas
cortos. Por otra parte, los resultados con el laberinto modificado en T muestran efectos
dafiinos del AB1-42aun sin ITls. Originalmente, el laberinto modificado en T (Jones & Wilson,
2005) se propuso como una prueba que no requiere de ITls para poder evaluar
satisfactoriamente la MT, ya que las dimensiones del laberinto requieren de periodos de
tiempo largos para poder ser resuelto. No obstante, al no poseer una modalidad con
intervalos variables a lo largo de la resolucion de la prueba, es dificil poder evaluar
eficazmente la extincion dependiente del tiempo de la MT (Dudchenko, 2004). No es de
nuestro conocimiento, que algun otro grupo de investigacién haya utilizado ITIs en el
laberinto modificado en T, y destaca que observamos un efecto ain mas marcado en la MT
tras la inyeccidn ICV del AB1-s2. Efectos similares en la MT se han reportado recientemente
en ratones transgénicos APP/PS1 evaluados en el laberinto en figura de 8 (Van Heusden et
al., 2021), en el laberinto radial de ocho brazos (Stepanichev et al., 2003), en el laberinto Y

(Fukuda et al., 2020) y en el laberinto acudtico de Morris (Zhang et al., 2015).
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Aunque se han observado alteraciones en la MT después de la inyeccidn
intrahipocampal del AB en el laberinto en Y (S. Wang et al., 2016), en el laberinto acudtico
de Morris y en el laberinto radial de 8 brazos (Hruska & Dohanich, 2007); hasta donde
sabemos, esta tesis es la primera demostracién de que el aumento de los niveles del AB en
la PFCm es suficiente para inducir una alteracion en la MT. De hecho, encontramos que el
efecto deletéreo del AB es mas robusto cuando se aplica en la PFCm (en contraposicion a
su aplicacion ICV). Es bien sabido que los efectos deletéreos del AR dependen de la dosis
(Salgado-Puga et al., 2015, 2017; Y. Wang et al., 2009), por lo que es probable que la
aplicacion local del péptido alcance concentraciones mas altas en la PFCm, que aquellas
alcanzadas por su aplicacion ICV, produciendo probablemente mayores alteraciones. Esta
diferencia entre el AB local y global se ha observado previamente comparando la infusién
global e intrahipocampal en el laberinto radial de ocho brazos y el laberinto en Y
(Stepanichev et al., 2003). En resumen, aqui hemos demostrado que el aumento del AB en
el PFCm afecta a la MT, la cual es una funcion cognitiva que soporta las actividades diarias
no rutinarias (Fuster, 2001; Miller & Cohen, 2001) y cuyas alteraciones inducidas por el AR
tendrian un gran impacto en las funciones cognitivas de los pacientes durante las primeras

etapas de la EA (Kensinger et al., 2003; Klupp et al., 2015; Morris & Baddeley, 1988).

En esta tesis también describimos que la administracion global del AB afecta la FC,
ya que los animales eran incapaces de cambiar de una regla NMS a una MS (Fig. 15). Como
se mencioné previamente, la resoluciéon de tareas con una regla NMS requiere de la
alternancia espacial la cual esta altamente conservada (Dember et al., 1989; Richman et al.,
1986), por lo que el cambio a una regla MS requiere de FC (Dember & Fowler, 1958). Si los
animales tiene dafos en la flexibilidad cognitiva hay un incremento en la perseveracion de
las respuestas incorrectas y en el bloqueo del aprendizaje reverso (Schwabe et al., 2004),

como fue observado en la presente tesis.

Diversos estudios han demostrado que la FC esta afectada en ratones Tg2576

APPsw, junto con otras funciones cognitivas (Zhuo et al., 2008), lo que se reproduce en
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ratones APP/PS1-21 (Van den Broeck et al., 2019), ratones TgCRND8 (Romberg et al., 2013),
ratones APPsw (Zhuo et al., 2007), ratones APPNL- G-F (Latif-Hernandez et al., 2019) y
ratones 5XFAD (Kim et al., 2021). Cabe destacar que la desconexién de la via HP-PFCm en
ratas genera conductas impulsivas y compulsivas, es decir, lo animales reiteran
constantemente en reglas previamente aprendidas y, por tanto, no son capaces de utilizar
una nueva regla, lo cual muestra déficits en el control inhibitorio y en la FC (Chudasama et
al., 2012). Por lo tanto, los dafios en la FC causados por el AB podrian deberse a un efecto
sobre esta via. Lo anterior, se relaciona con observaciones en sujetos con la EA, que
probablemente cursan con niveles altos del AB en la PFC (Kim et al., 2021), y que presentan
cambios en la conectividad funcional de la PFC con diferentes areas, incluido el HP (Latif-
Hernandez et al., 2019). Es de destacar que, hasta donde sabemos, esta es la primera
demostracion de que el AB afecta directamente a la FC, lo que seria la base de lo que se ha
encontrado en pacientes con EA, los cuales presentan deterioros para adaptarse
continuamente a entornos y demandas cambiantes (Mueller et al., 2019; Scheltens et al.,
2021).

Sin embargo, no descartamos que los efectos en la FC causados por el AB global,
sean producto de modificaciones en la actividad del HP. En otros modelos transgénicos de
la EA como el APP"h se observan déficits en el aprendizaje reverso de una regla operante,
que esta acompafiado con la acumulacién preferencial de AB en el HP (Pham et al., 2022).
Efectos similares sobre la FC también se han observado en el modelo transgénico 5xFAD
(Gray et al., 2018), en el modelo APP/PSEN1 (Wilcox et al., 2021), asi como con la infusién
ICV de AB1-42 (Petrasek et al., 2016).

Por otra parte, la inyeccidn global de ABi-42 podria estar afectando otras regiones
cerebrales afectadas en las etapas iniciales de la EA. Por ejemplo, Wu et al.,(2018)
reportaron que la inyeccidon de ABazs.35 en el septo medial, el cual es el principal nucleo
colinérgico que proyecta al HP; lentifica la adquisicion del laberinto acuatico de Morris y
bloquea el aprendizaje reverso. Ademas de bloquear la LTP, sin modificar los procesos de

plasticidad sinaptica a corto plazo de la regién CA1 del HP (Wu et al., 2018), efecto similar
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alo reportado en el presente trabajo. Resultados similares fueron encontrado en el modelo
transgénico APPSwe/PS1dE9, en donde los fallos en el aprendizaje espacial, asi como en la
FC estuvieron acompanados con la acumulacidon de AB en el HP y en la corteza, ademas de

cursar con una disminucidén del tono colinérgico (Savonenko et al., 2005).

Ello sugiere que los efectos en la FC observados en la presente tesis tras la infusidn
global de ABi4; podrian generar dafios en otras regiones cerebrales que modifican la
actividad hipocampal y por tanto su comunicacién con la PFCm (Wu et al., 2018). Cabe
destacar que otros nucleos colinérgicos como el nucleo pedinculo pontino y sus
proyecciones a regiones como la sustancia nigra y el nucleo medial dorsal del tdlamo,
modulan la adquisicidon del aprendizaje reverso y la FC (Ruan et al., 2022). La actividad
colinérgica también esta asociada a la MT (Deiana et al., 2011), la FC (Prado et al., 2017;
Saber & Cain, 2003), a la extincion de las respuestas condicionadas (Deiana et al., 2011), y
al deterioro inducido por la infusion ICV de AB1-42 (Petrasek et al., 2016), lo cual mimetiza lo

observado en las etapas iniciales de las EA (Slotkin et al., 1990).

En la presente tesis no se evalud el efecto de la inyeccidn local de A B sobre la FC.
Debido a los cambios en la actividad eléctrica y sinaptica tras la infusidon de A B local fueron
mas prominentes que aquellos causados por la inyeccidn global; hipotetizamos que la
inyeccién intra-PFC generard un mayor dano en la FC que el causado por la inyeccién global.
Estudios posteriores podrian ser encaminados a conocer el impacto de AB en otras regiones
cerebrales y sistemas de neurotransmisién, asi como su posible interacciéon con el
funcionamiento de la via HP-PFCm y las funciones cognitivas asociadas a esta via (Pettit et

al., 2001).

En esta tesis se describe que, sin importar el sitio de inyeccién y sin afectar a la
mayoria de las propiedades subumbrales de las neuronas (Tamagnini et al., 2015), las
alteraciones inducidas por el ABi42 en las funciones dependientes de la PFCm se

correlacionaron con un aumento de los disparos de las células piramidales de la capa V, lo
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que se asemeja a los cambios en la actividad neuronal inducidos por la induccién viral de la
presencia intra-PFC del AB (Koukouli et al., 2016) o por su administracion directamente
sobre rebanadas de la PFC (Gu et al., 2003; Ren et al., 2018; Y. Wang et al., 2009). En
especifico, nuestros hallazgos coinciden con los que muestran que la aplicacién aguda del
AB en rebanadas de PFCm aumenta la excitabilidad de las células piramidales de la PFC (Gu
et al., 2003, Wang et al., 2009, Ren et al., 2018). En este caso, el aumento en la excitabilidad
inducido por el AB se asocié a un aumento en la resistencia de entrada (Ren et al., 2018) y
la despolarizacidn del potencial de membrana (Gu et al., 2003), la reduccién de la inhibicién
sinaptica (Ren et al., 2018) y/o el aumento de la excitacion sinaptica (Gu et al., 2003). Si
bien, nuestros resultados muestran que la presencia crénica del AB no cambia ni la
resistencia de entrada de las células piramidales de la PFC, ni su potencial de membrana
(Fig. 18, 25), en esta tesis no probamos el estado de la inhibicidn sindptica en nuestras

condiciones experimentales, lo que representa una perspectiva de este trabajo.

El aumento en la frecuencia de disparo inducido por el AB en las células piramidales
de la PFCm coincide con la hiperexcitabilidad mostrada por las células piramidales de la PFC
en animales envejecidos con deterioro cognitivo (Luebke & Amatrudo, 2012), con la
observada en ratones transgénicos APPswe/PS1dE9 (Kellner et al., 2014) y con el aumento
de la excitabilidad en la PFC de pacientes con EA (Joseph et al., 2021). Curiosamente,
mientras que concentraciones bajas del AB reducen la sincronizacidon de la PFC (Flores-
Martinez & Pefa-Ortega, 2017; Y. Wang et al., 2009), dosis altas de este péptido cambian
este efecto hacia la hiperexcitacién y la hipersincronizacién (Y. Wang et al., 2009), como
podria ser el caso del presente estudio. Las alteraciones funcionales encontradas en esta
tesis y en los antecedentes podrian explicar por qué la acumulacion del AB en el PFC (Jack
et al., 2008; Mander et al., 2015; Mori et al., 2014) se asocia con alteraciones en la actividad
de la PFC (Klupp et al., 2015; Mander et al., 2015) y la excitabilidad (Joseph et al., 2021) en
pacientes con EA, lo que se correlacionan con sus deterioros cognitivos y ejecutivos (Joseph

et al.,, 2021).
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Los cambios en la excitabilidad neuronal inducidos por el AB se deben a alteraciones
en diversos canales idnicos (Eslamizade et al., 2015; Haghani, Shabani, et al., 2012), que
pueden incluir a los canales activados por hiperpolarizacién y nucledtidos ciclicos (HCN, por
sus siglas en inglés), implicados en la generacion de la corriente activada por
hiperpolarizacion (lh) y la generacion del potencial de membrana sag (Eslamizade et al.,
2015; Haghani, Janahmadi, et al., 2012; Pefia- Ortega et al., 2006). De hecho, en el presente
trabajo encontramos que el AB local (intra-PFCm) aumenta el potencial sag en las neuronas
piramidales de la PFCm, lo que es muy similar a lo que se ha encontrado en las neuronas
piramidales del HP tras la administracion intra-PFC del AR (Eslamizade et al., 2015; Haghani,
Janahmadi, et al., 2012). Este cambio en el potencial sag se correlaciona con el aumento de
la IH inducido por el AB, lo que a su vez correlaciond con un incremento en la expresion de
los canales HCN (Eslamizade et al., 2015). Curiosamente, los canales HCN contribuyen al
disparo persistente intrinseco estereotipado de las células piramidales de la PFC durante la
MT (Gamo et al., 2015; M. Wang et al., 2007) y su bloqueo o knockdown en la PFCm mejora
el rendimiento de la MT (M. Wang et al., 2007) y previene el deterioro de la MT inducido
por el estrés (Gamo et al., 2015), lo que podria ser una estrategia terapéutica muy util

contra el deterioro de la MT inducido por el AB y posiblemente contra la EA.

En esta tesis también encontramos que el AR local aumenta el AHPf en las células
piramidales de la PFC, lo que es similar al aumento del AHP durante la perfusidon aguda del
AB en rebanadas de PFC (Wang et al., 2009) o el observado en las células piramidales del
HP después de la administracién intra-PFC del AB (Haghani, Janahmadi, et al., 2012). Estos
cambios en el AHP observados con anterioridad correlacionaron con efectos variables sobre
la excitabilidad celular (Haghani, Janahmadi, et al., 2012; Y. Wang et al., 2009). Aunque,
como ocurrid en esta tesis, el aumento del AHP inducido por el AR coexiste con una
excitabilidad celular elevada (Y. Wang et al., 2009), también se puede encontrar el escenario
opuesto, ya que un aumento de AHP, también inducido por el AB, puede coexistir con una
disminucion de la excitabilidad celular (Haghani, Janahmadi, et al., 2012). Asi, un aumento

del AHP no siempre coincide con un aumento de la excitabilidad (Haghani, Janahmadi, et
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al., 2012; Y. Wang et al., 2009), sino que produce efectos diversos sobre la excitabilidad
incluso en condiciones experimentales idénticas (Y. Wang et al., 2009). No obstante, se ha
observado un aumento del AHP en las células piramidales de la PFCm de monos de edad
avanzada que simultdneamente presentan deterioro cognitivo en tareas conductuales de
NMS, lo que se correlaciona con un aumento de la frecuencia de disparo, como se observd
en nuestras condiciones experimentales (Luebke & Amatrudo, 2012). Ademas, el bloqueo
con apamina de las corrientes idnicas implicadas en la generacion del AHP, en la PFCm,
mejora el rendimiento de la MT en ratas (Brennan et al., 2008), lo que podria ser util contra

el deterioro de la MT inducido por el AB.

Con respecto a la transmision sindptica, los efectos inducidos por el AB son
altamente variables y dependen de las sinapsis especificas que se analicen (Pefia-Ortega &
Bernal-Pedraza, 2012; Roder et al., 2003; Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015; Shipton et al.,
2022; Y. Wang et al., 2009). En esta tesis encontramos que solo con la administracion del
AB global se genera una modificacién en la actividad sindptica basal, incrementando la
frecuencia y amplitud de las EPSCs espontdneas de las neuronas piramidales de la capa V
de la PFCm. En concordancia con estos resultados, se ha reportado que la perfusién aguda
del AB en rebanadas coronales de la PFC reduce la transmisidn sinaptica inhibidora,
incrementando la excitabilidad de las neuronas piramidales de la corteza cingulada anterior
(Ren et al., 2018), lo cual también empata con el incremento en la frecuencia de disparo

encontrado en el presente trabajo.

Hallazgos en otro tipo de cortezas también son similares a nuestros resultados, pues
la aplicacion aguda de oligdmeros del AB puede incrementar la frecuencia de los SEPSC en
rebanadas de la corteza entorrinal asi como cultivos organotipicos (Arsenault et al., 2011,
2020). De igual manera, en el modelo 3xTg-AD se pueden observar incrementos en la
frecuencia de la actividad sinaptica espontanea también en la corteza entorrinal (Alberdi et

al., 2010). Estos efectos sobre la transmision sinaptica basal en la PFCm también se han
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reportado en animales envejecidos con problemas de exploracién y aprendizaje espacial,

los cuales presentaba un incremento en la frecuencia de las mIPSC (Bories et al., 2013).

De igual manera, experimentos con infusién intracelular del AB humano en cultivos
de neuronas del HP incrementa la frecuencia y la amplitud de las corrientes sindpticas,
particularmente las mediadas por el receptor tipo AMPA, esto sin alterar las propiedades
intrinsecas de la membrana (Fernandez-Perez et al.,, 2021), como lo reportado en el

presente trabajo.

Como se menciond anteriormente, los efectos del AB son altamente variables. Por
ejemplo, en el modelo APP/PS1 hay una reduccion en la frecuencia las mEPSC de neuronas
piramidales de la region CA1 del HP, sin modificar su amplitud (He et al., 2019). De hecho,
estos hallazgos también han sido reportados con la perfusidon aguda del AB1-42 en rebanadas
de HP, donde se observd una reduccion en la amplitud y en la frecuencia de los mEPSC de

la regién CA1 del HP (He et al., 2019).

La ausencia de efecto en el grupo con inyeccidn global del AB en esta tesis, también
es un evento que ya ha sido previamente reportado (Q. S. Chen et al., 2002; Stern et al.,
2004). Stern et al.(2004), demostré que en el modelo APP695 se observa una transmision
sindptica cortical idéntica a la presentada por los animales control. En estudios con otro
modelo transgénico, como es el APP23, tampoco se observaron alteraciones en la
transmisidén sindptica espontanea de la PFC jn vitro. En cambio, en el HP hay una
disminucion de la misma (Roder et al., 2003). De igual manera, la perfusién de
concentraciones bajas del AB en rebanadas no modificé la transmisidn sindptica basal de la

via de las colaterales Schaffer (Q. S. Chen et al., 2002).
Sin embargo, también existe evidencia que demuestra que el AB puede reducir la

transmision sinaptica basal. Hsia et al. (1999), mostraron una pérdida del 40% de la

transmisidn sindptica basal en rebanadas de HP en ratones transgénicos PDAPP. El deterioro
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sindptico parecia deberse a una reduccién significativa del numero de sinapsis, no de la
fuerza sindptica. También, al incrementar una mutacién al modelo antes mencionado, se
encontrd un deterioro peor, que es atribuible a la acumulacién de formas solubles del AR
(Hsia et al., 1999). Efectos similares fueron replicados in vitro en el area CA1l, lo que estd

acompafiado con un aumento en la facilitacidon por pulsos pareados (Larson et al., 1999).

Por otra parte en el modelo APP23 hay una reduccién de la transmisién sinaptica
basal en el HP en comparacién con los ratones wild type (Roder et al., 2003). Ademas, con
el modelo transgénico APP695-SWE se ha observado una reduccién de la transmision
sindptica en la regién CA1 del HP en comparacion con los controles, pero sin afectar la
facilitacién por pulso pareado (Fitzjohn et al., 2001). En modelos de la EA donde se inyectd
ICV AB, también se observd una disminucidn de la transmisidn sindptica basal (Cullen et al.,

1996; Stéphan et al., 2001).

En esta tesis no encontramos modificaciones en la plasticidad sindptica a corto plazo
con la aplicacion local o global del AB. Nuestros hallazgos coinciden con los obtenidos en
ratones APP23 que no muestran cambios importantes en la transmisidn sinaptica y la
plasticidad a corto plazo en la PFC (Roder et al., 2003); con la ausencia de cambios en la
plasticidad a corto plazo observada en ratones APPNL-G-F (Latif-Hernandez et al., 2019) o
tras la aplicacién del AB a rebanadas de PFCm (Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017). Dado
gue la administracién del AB no afecta la proporcién en el pulso pareado (Freir et al., 2003;
H. W. Wang et al., 2002), ni en las corrientes glutamatérgicas evocadas (Pettit et al., 2001),
se ha propuesto que en ciertas condiciones el AB no altera la transmisidn sindptica ni en los
sitios presinapticos, ni en los postsindpticos (Pefa- Ortega et al., 2006). Efectos similares se
han encontrado en otras regiones cerebrales. Por ejemplo, en el modelo APP695, la
transmisién sindptica evocada con el protocolo de pulsos pareados de la region CAl y del

giro dentado no presenta cambios (Chapman et al., 1999).

84



Sin embargo, en otros modelos transgénicos, como en el modelo APP/PS1 hay una
reduccion en la amplitud de la respuesta sindptica evocada en las neuronas piramidales de
CA1 tras la estimulacién de las colaterales de Schaffer (He et al., 2019). Un efecto similar
ocurre durante la perfusion aguda del AB en rebanadas de animales WT, en donde también
se presenta un reduccién en la amplitud de los EPSC evocados (He et al., 2019). El
incremento en la razén de pulso pareado en las células piramidales de CA1 tras la
estimulacion de las colaterales de Schaffer, indica una reduccion en la probabilidad de
liberacion presindptica (He et al., 2019). Se sugiere que los efectos anteriormente descritos,
son causados por la hidrélisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) membranal que es
causada por la activacion del receptor mGIuR5 presindptico (He et al., 2019). La interaccion
del AB con el mGIuRS5 presindptico se ha asociado a la supresion de la LTP y la facilitacion

de la LTD, ya que reduce la amplitud de los mEPSC (He et al., 2019; Hsieh et al., 2006).

Por ultimo, en esta tesis encontramos una reduccién consistente de la LTP, que se
convierte en LTD, en diferentes entradas a la PFC tras la presencia crénica del AB global o
local. Hasta donde sabemos, esta es la primera demostracién de que el AB1-42 crénico altera
la plasticidad a largo plazo en la PFCm. Este hallazgo contrasta con los efectos variables
sobre la LTP tras la aplicacidon del AB en rebanadas de la PFC (Y. Wang et al., 2013) o con la
LTP intacta observada en la PFC de ratones transgénicos APP23 (Lok et al., 2013; Roder et
al., 2003). Curiosamente, nuestros hallazgos de alteraciones en la plasticidad sinaptica
producidos por el AB coinciden con los deterioros en la potenciacion de la actividad cortical
evocada utilizando estimulacidon pareada asociativa en pacientes con la EA (Kumar et al.,

2019).

En otros circuitos (por ejemplo, en el HP) el AB no sélo deprime la induccién de LTP
(Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015), sino que cambié LTP en LTD (Mayordomo-Cava et al.,
2020; Sanchez-Rodriguez et al., 2017, 2020), lo que podria deberse a cambios inducidos por
el AB en el umbral de induccidon de LTP/LTD (Mayordomo-Cava et al., 2020; Sanchez-
Rodriguez et al.,, 2017, 2020). En ratones de la cepa APP-SWE Tg2576, los cuales no
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mostraron ninguna alteracién importante en las propiedades intrinsecas neuronales, ni en
la actividad sinaptica basal de la region CA1 del HP, presentan un deterioro en el
mantenimiento de la LTP tanto in vivo como in vitro (Chapman et al., 1999). Esto también
ocurre en animales de la linea PDAPP antes de la formacidn de placas amiloideas, también
en CA1 (Moechars et al., 1999); asi como en la linea hAPP (Moechars et al., 1999) y en la
linea V7171 (Pefia- Ortega et al., 2006). Por su parte, la infusion del AB1-42 in vitro, inhibe
significativamente la fase media y tardia de la LTP sin afectar la transmisidn sindaptica basal

en la via perforante.

Si bien el grueso de evidencias demostré que el ABi-4; reduce la LTP, existen algunas
otras referencias que sugieren que no hay cambios en este fendmeno cuando aumenta el
AB1-42. Por ejemplo, en los ratones de la cepa APP23, no hay modificaciones en la induccion
y mantenimiento de la LTP ni en el HP ni en la PFC (Roder et al., 2003). Efecto, similares
también se replicaron el modelo APP695SWE (Fitzjohn et al., 2001). En el modelo de
inyeccion ICV Unica, la inyeccidn del AB sintético, causd una reduccién en la transmisién
sindptica basal y ninglin cambio en la LTP en el giro dentado, 48 horas después de la
inyeccion (Cullen et al., 1996). Incluso, Sun & Alkon (2002) reportaron que tras las inyeccién

ICV no hay cambio ni en la transmisidn sindptica basal nien la LTP.

Similar a lo presentado en este trabajo, otros reportes han mostrado la ICV del ABi-
42 facilita la induccion de LTD, particularmente en la regién CA1 del HP en animales
anestesiados (J. H. Kim et al.,, 2001). Asi, el AB podria estar alterando los mecanismos
celulares y de red implicados en los diferentes tipos de plasticidad a largo plazo y su
equilibrio (Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015), lo que se ha relacionado ampliamente con
deterioros de memoria (Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015). Ademas, el AB1-42 podria estar
cambiando el umbral para la induccion de LTP y o LTD, alterando las propiedades
metaplasticas de las redes neuronales (Mayordomo-Cava et al., 2020). Estas propiedades
metapldsticas son necesarias para la reconfiguracién adecuada de las redes neuronales

durante el procesamiento de la memoria y su alteracién conduce a deterioro cognitivo
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(Mayordomo-Cava et al., 2020; Salgado-Puga & Peiia-Ortega, 2015; Sanchez-Rodriguez et
al., 2017, 2020). Asi, junto con los cambios en la excitabilidad de las células piramidales de
la PFC, sugerimos que estas alteraciones en la plasticidad sindptica inducidas por el AB
podrian representar las bases de los deterioros en la funcién ejecutiva observados en
pacientes con EA. Asi, prevenir estas alteraciones funcionales podria convertirse en una via

potencial para tratar esta enfermedad.
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8 CONCLUSIONES

La inyeccidn del AP global impide el aprendizaje de tareas de memoria espacial,
como lo son el laberinto en figura de 8 y el laberinto modificado en T, asociadas a la
via HP-PFCm.

La inyeccidn del AB global dafia la ejecucidn de tareas asociadas a la MT.

La inyeccion del AB global impide el aprendizaje de una regla conductual nueva,
bloqueado la FC.

La inyeccidn del AB local reduce el desempefio de tareas asociada a la MT.

La inyeccidon del AB global y local incrementa la excitabilidad de las neuronas
piramidales de la capa V de la PFCm.

La inyeccion del AB global incrementa la actividad sindptica espontanea de las
neuronas piramidales de la capa V de la PFCm.

La inyeccion del AB local y global bloquea el mantenimiento de la LTP en neuronas
piramidales de la capa V de la PFCm evocada por la estimulacidn tetanica de la via
HP o de la via intracortical

Los efectos encontrados en el presente trabajo podrian ser la base de los sintomas

asociados a las funciones ejecutivas durante los estadios tempranos de la EA
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9 PERSPECTIVAS

Ya que se observaron cambios en el sag y en la frecuencia de disparo en los grupos
infundidos con AB, el estudio y aislamiento de la corriente IH podria ser de suma
importancia para conocer el mecanismo celular que genera estos cambios
funcionales y, posiblemente, conductuales.

El incremento en la excitabilidad neuronal podria indicar cambios en la poblacion de
interneuronas de la PFC, por lo que es importante caracterizar los cambios inducidos
por la inyeccidn local y global del AB1.42 sobre las interneuronas.

En el presente estudio, no se investigaron los cambios en la actividad sindptica
inhibidora espontdneay en la LTD, la cual podria explicar los cambios generados en
la excitabilidad neuronal.

Dado los cambios en la plasticidad sinaptica a corto y largo plazo, seria importante

estudiar los cambios en la razdn de los receptores glutamatérgicos AMPA/NMDA.

La EA afecta mds a mujeres que a hombres y las alteraciones dependientes del sexo
deben abordarse en experimentos futuros.
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11 ANEXO

11.1 Amyloid Beta Alters Prefrontal-dependent Functions Along with its

Excitability and Synaptic Plasticity in Male Rats
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Abstract—Prefrontal cortex (PFC)-related functions, such as working memory (WM) and cognitive flexibility (CF),
are among the first to be altered at early stages of Alzheimer’s disease (AD). Likewise, transgenic AD models car-
rying different AD-related mutations, mostly linked to the overproduction of amyloid beta (Ap) and other peptides,
show premature behavioral and functional symptoms associated with PFC alterations. However, little is known
about the effects of intracerebral or intra-PFC Ap infusion on WM and CF, as well as on pyramidal cell excitability
and plasticity. Thus, here we evaluated the effects of a single Ap injection, directly into the PFC, or its intracere-
broventricular (icv) application, on PFC-dependent behaviors and on the intrinsic and synaptic properties of layer
V pyramidal neurons in PFC slices. We found that a single icv Ap infusion reduced learning and performance of a
delayed non-matching-to-sample WM task and prevented reversal learning in a matching-to-sample version of the
task, several weeks after its infusion. The inhibition of WM performance was reproduced more potently by a single
PFC Ap infusion and was associated with Ap accumulation. This behavioral disruption was related to increased
layer V pyramidal cell firing, larger sag membrane potential, increased fast after-hyperpolarization and a failure
to sustain synaptic long-term potentiation, even leading to long-term depression, at both the hippocampal-PFC
pathway and intracortical synapses. These findings show that Ap can affect PFC excitability and synaptic plastic-
ity balance, damaging PFC-dependent functions, which could constitute the foundations of the early alterations in
executive functions in AD patients.© 2022 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: Alzheimer’s disease, Prefrontal cortex, Working memory, Reversal learning, Long term synaptic plasticity, Prefrontal
cortex excitability.

INTRODUCTION et al., 2012) and CF (Winter et al., 2009) rely on proper
prefrontal cortex (PFC) function, which might be compro-

AIZheim,eﬂs disease (AD), the mc?s.t.comm.on form of mised by local and global amyloid beta (AB) accumulation
dementia (Scheltens et al., 2021), initiates with an early (Jack et al., 2008: Mori et al., 2014: Klupp et al., 2015;
dysfunction in cognitive executive functions, including ~ f N ’ ” '

early deficits in working memory (WM; Kalpouzos et al.,
2005; Kumar et al., 2019) and cognitive flexibility (CF;
Goto et al., 2010; Kumar et al., 2019). Interestingly, speci-

fic deficits in WM, especially in tasks involving variable uble AB induces changes in neural network function and

gelays be;\vel)een Iearrr:ingtand refcall, cant_ diffl\(jlren_tiatg memory, even before major signs of neurodegeneration
stween and other types of dementia (Morris (Hsieh et al., 2006; Balleza-Tapia et al., 2010; Salgado-

Baddeley, 1988). Both WM (Dalley et al., 2004; Bizon Puga et al., 2015; Faucher et al., 2016), Ap accumulation
in the PFC also correlates with alterations in its activity in
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PFC-dependent behaviors (Zhuo et al., 2007, 2008; Shah
et al., 2018; Van den Broeck et al., 2019). For instance,
Tg2576 mice exhibit alterations in WM and reversal learn-
ing (Zhuo et al., 2007, 2008), which has also been
observed in APP/PS1-21 mice (Van den Broeck et al.,
2019) and APPNL-F/NL-F mice (Shah et al., 2018).
These alterations correlate with changes in functional
coupling between the PFC and different brain areas
(i.e., the hippocampus; Shah et al., 2018). As observed
in AD patients, all these changes in AD transgenic ani-
mals correlate with increased A levels in the PFC and
other connected brain areas (Zhuo et al., 2008; Platt
et al., 2011; Lok et al., 2013; Shah et al., 2018). Some
of these changes can be reproduced inducing the expres-
sion of the amyloid precursor protein (APP) (Koukouli
et al., 2016). However, the overexpression of APP can
overproduce a variety of APP fragments that can induce
functional alterations independently from those of AP
(Xu et al., 2015; Mondragdén-Rodriguez et al., 2018;
Pousinha et al., 2019).

To surpass the confounding factors produced by the
expression of exogenous AD-related APP variants and/
or to directly evaluate the effects of AB on the PFC,
in vitro experiments have tested the effects of AP
application to PFC slices, showing changes in PFC
excitability and its response to neuromodulators (Gu
et al., 2003; Tyszkiewicz & Yan, 2005; Chen et al.,
2013; Flores-Martinez & Pefia-Ortega, 2017). Despite
the wealth of evidence that AB has direct effects on the
PFC in vitro, there are no studies regarding its effects
in vivo and the correlation of those effects with executive
functions. Thus, here we evaluated the effects of AP
directly injected into the PFC (Haghani et al., 2012;
Eslamizade et al., 2015), or globally increased in the brain
by its intracerebroventricular (icv) administration
(Stepanichev et al., 2003; Zhang et al., 2015; Martinez-
Garcia et al., 2021), on synaptic and intrinsic properties
of the PFC and PFC-dependent behaviors. We found that
global A infusion reduced learning and performance in
the Figure-8 maze, disrupted previously learned WM in
a delay-dependent manner and blocked reversal learning.
Local application of A into the mPFC, which leads to its
accumulation, potently reduced WM, all of which corre-
lated with increased layer V pyramidal cell excitability
and with a deficit in maintaining long-term potentiation
(LTP), even leading to long-term depression (LTD), when
the hippocampal-PFC pathway or intracortical inputs to
the PFC were tetanized. These findings show that a local
and global increase of AB can alter PFC-dependent func-
tions through alterations in PFC excitability and synaptic
plasticity balance, providing a model to study early alter-
ations in AD-related executive functions and their underly-
ing mechanisms.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Experiments were approved by the Bioethics Committee
of the Institute of Neurobiology at UNAM and were
performed in accordance the Official Mexican Norm for
the Use and Care of Laboratory Animals

(NOM-062-Z00-1999). Male Wistar rats (7 or 8 weeks
old) were used (Fig. 1). The animals were housed in
groups of 2-3 animals in transparent acrylic cages and
maintained in a vivarium with controlled temperature
(22 £ 1 °C) and under a normal light-dark cycle
(12/12 h). Animals were supplied with food and water
ad libitum before the experiment. During the behavioral
evaluation, animals were water restricted for 22 h.

ApP(1-a2) administration

For the administration of AP or its vehicle (F12 medium),
animals were anesthetized with a mixture of Ketamine
(80 mg/kg) and Xylazine (9 mg/kg). AB was
oligomerized using a previously described protocol
(Hernandez-Soto et al., 2019) in which AB is finally dis-
solved in F12 medium, making it the vehicle in the exper-
iments (Hernandez-Soto et al., 2019). After verifying
proper anesthesia levels, by the absence of pedal
reflexes, animals were affixed to a stereotaxic frame.
Then, a small craniotomy was performed for the infusion
of ABq.42 or its vehicle (F12 medium). The microinjection
was achieved with a stainless-steel needle connected to
a Hamilton syringe (10 pl; Hamilton Company) via a plas-
tic tubing and controlled by a microinfusion pump (World
Precision Instruments). The following coordinates were
used for the icv infusion (global AB): AP-0.7 mm,
ML £+ 1-5 mm and DV 3.5 mm, with respect to Bregma
and skull surface (Paxinos & Watson, 2009). At this loca-
tion either 10 pl of AB442 (100 pmoles/ul) or F12 medium
(vehicle) were microinjected at a rate of 1 ul/min. For
mPFC infusion (local AB), a volume of 4 nl (2 | per side;
0.5 pl/min) of AB (or its vehicle) was bilaterally microin-
jected at the following coordinates: AP + 3.2 mm,
ML £ 0.7 mm and DV —4.2 mm, with respect to Bregma
and skull surface. Microinjectors were coated with 1,1’-D
ioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethylindocarbocyanine perchlo-
rate (Dil; Invitrogen) 1% (w/v; in dimethyl sulfoxide;
Sigma-Aldrich) to stain the tissue around them (Fig. 3;
Mendez-Salcido et al., 2022). After surgery, animals were
immediately treated with Meloxicam (2 mg/kg), which was
repeated daily for the following 2 days, to reduce inflam-
mation and pain. The animals were allowed to recover
for 14 days before any experimental manipulation (Fig. 1).

Immunofluorescence

Two weeks after mPFC injection, rats were anesthetized
with pentobarbital (70 mg/kg). In the absence of plantar
reflex, animals were transcardially perfused with cold
phosphate buffered saline (PBS; 0.1 M) and
subsequently perfused with a 4% paraformaldehyde
(PFA) solution in PBS. Brains were dissected and post-
fixed in the same 4% PFA solution for 24 h. After post-
fixation, brains were left in a 30% sucrose solution until
sinking. Coronal mPFC slices (30 pm thick) were
obtained with a CM350S cryostat (Leica, Germany).
Sections were stored in 0.1 M PBS at 4 °C. Free-
floating slices were rinsed three times, 10 min each,
with PBS 0.1 M. Then, sections were incubated for 1 h
with a blocking solution (2% normal donkey serum
(NDS) + 0.3% Triton X-100 in 0.1 M PBS). Next, slices
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Fig. 1. Experimental design. To study the effects of a widespread increase in AB (Global) on PFC function, 8-week-old male Wistar rats were
intracerebroventricularly infused with this peptide or its vehicle. Two weeks after recovery from surgery, animals were trained in a non-matching-to-
sample (NMS) protocol in the Figure-8 maze. On the fifth day of training, intervals between task phases were introduced to measure working
memory (WM). Finally, we evaluated reversal learning by switching to a matching-to-sample (MS) protocol. For a different experimental approach,
7-week-old male rats were initially trained in the Figure-8 maze and on the last day of training WM was evaluated. After training, AB levels were
increased globally or locally (intra-PFC infusion). Two weeks after recovery from surgery, animals were re-trained in an NMS protocol in the Figure-8
maze and intervals between task phases were introduced measuring WM. After 5 days of behavioral evaluation, electrophysiological recordings
were performed on mPFC slices (Parent et al., 2010). Layer V pyramidal cells were recorded. Their excitability and synaptic inputs were evaluated.
In some experiments, the hippocampal bundle was stimulated with a bipolar electrode (upper scheme), while in others intracortical connections

were evaluated by locating the bipolar electrode in layer | (lower scheme).

were immersed in an incubation solution (1%
NDS + 0.2% Triton X-100 in 0.1 M PBS) with a mouse
monoclonal antibody against A (BAM-10, dilution
1:100, Sigma-Aldrich; Jorda et al., 2010; Orta-Salazar
et al., 2019) for 48 h at room temperature under agitation.
After incubation, slices were washed 3 times with 0.1 M
PBS for 10 min and re-immersed in the incubation solu-
tion with the secondary antibody (anti-mouse Alexa 488,
1:100, Molecular Probes) for 2 h at room temperature.
Finally, sections were washed 3 times with 0.1 M PBS
for 10 min, mounted in gelatin and covered with
Fluoromount-G mounting medium with DAPI (Invitrogen)
and coverslips. Epifluorescence images were obtained
with an Axiolmager microscope (Zeiss) with an 10x
objective.

Behavioral tests

Figure-8 maze. To evaluate working memory the
Figure-8 maze was used (Dudchenko, 2004; Pedigo
et al., 2006; Fig. 2). In this test, working memory can be
used within a testing session but not between sessions
(Dudchenko, 2004; Pedigo et al., 2006), as short-term
memory would. Figure-8 maze was built with 4 mm thick

black acrylic and 6 cm high walls. The apparatus con-
sisted of one central and two lateral 90 cm-long corridors
(13 cm wide), which were connected by two perpendicular
170 cm-long corridors (Fig. 2). The maze was located
56 cm above the room floor. The animals were water
restricted for 22 h and habituated to the maze for 2 days.
This water restriction regime was maintained for the rest
of experiment. The Figure-8 task included a sample
phase and a choice phase (Fig. 2). For the sample phase,
animals started each trial by crossing the central corridor
until reaching the perpendicular corridor, where a remov-
able barrier forced them to turn to one of the randomly
selected lateral corridors. In the middle of the lateral cor-
ridor, the sample (a 50 pl drop of water, as a reward) was
provided (Fig. 2). Once the reinforcer was obtained, ani-
mals continued walking through this lateral corridor to
reach the opposite perpendicular corridor and then return
to the starting point in the central corridor, where animals
were also rewarded, ending the trial (Pedigo et al., 2006,
Fig. 2). Removable barriers were positioned to regulate
access to the different corridors. For the choice phase,
independent groups of animals were trained in a non-
matching-to-sample protocol (NMS, i.e. go to the con-
tralateral corridor during the choice phase to receive a
reward) or in a matching-to-sample protocol (MS, i.e.
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Fig. 2. Figure-8 maze. The shape and dimensions of the maze are depicted along with the sites where the reward (a water drop) is delivered. The
double dotted lines represent removable barriers located in the maze as required. The dotted arrows represent the animals’ desired trajectories
during a correct trial. Two training protocols are represented with the sample (left), the delay (or lack of it; middle), and the choice (right) phases. The
representations at the top depict the non-matching-to-sample protocol, whereas the representations at the bottom depict the matching-to-sample

protocol, which did not include trials with delay.

return to the ipsilateral corridor during the choice phase to
receive a reward; Deacon & Rawlins, 2006), as will be
described next.

Non-matching-to-sample  protocol. For the NMS
version of the task, animals were trained to choose the
corridor contralateral to the one previously visited,
during the sample phase, to receive a reward. Then,
animals returned to the beginning of the central corridor
to obtain a fourth reinforcer. Seven-week-old male
Wistar rats were trained with this paradigm for 20 trials
per session (1 session = 1 day; Fig. 1), for four
sessions. On the last day of training (day 5), animals
were held at the initial section of the maze for different
delay intervals between the sample and choice phases:
0.25 (15 s), 0.5 (30 s), 1, 5, and 10 min (4 trials each;
Fig. 1). In this working memory task, the information can
be maintained during delays of several minutes
(Dudchenko, 2004; Zhang et al., 2013). Moreover, long-
lasting delays can reveal working memory impairments
that cannot be observed with shorter ones (Zhang et al.,
2013). The training in this protocol began 14 days after
the icv infusion with 10 pl of either ABi4> (n = 8) or
F12 medium (vehicle; n = 9; Fig. 1).

An independent group of 7-week-old male Wistar rats
(n = 26) were trained in the NMS version of the task with
no delays until 75% of correct responses were obtained
for 4 consecutive days. Then, the next day, delay
intervals were presented between the sample and
choice phases. After training, animals received either an
icv (vehicle = 7 and ABi42 = 8) or an intra-mPFC
microinjection (Local AB; vehicle = 6; ABi4> = 5), as
previously described (Fig. 1). After two weeks of
recovery from surgery, animals were retrained with the
NMS protocol for 5 days during which four-trial blocks
with different delays (or no delay) were randomly mixed
across days (Fig. 1).

Matching-to-sample (MS) protocol. An independent
group of 10-week-old male Wistar rats that received an
icv microinjection (vehicle = 6 and ABi4> = 6) were
trained in the NMS version of the task (with no delay)
until 75% of correct responses were obtained for 4
consecutive days. Then, to study CF, animals were
subjected to a reverse training for 8 days, where the MS
rule (i.e., return to the ipsilateral corridor during the
choice phase) was required to receive a reward (Fig. 2;
Dudchenko, 2004).
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Electrophysiological recordings

Slice preparation. For patch clamp recordings, coronal
mPFC slices containing the hippocampal bundle were
obtained from previously trained 10-week-old rats
(during the 11th week after birth; Fig. 1), as previously
described (Parent et al., 2010; Flores-Martinez & Pena-
Ortega, 2017). This preparation allows us to study differ-
ent inputs to the PFC (Parent et al., 2010), including the
HP-PFC bundle (Parent et al., 2010; Flores-Martinez &
Pena-Ortega, 2017) as well as intracortical inputs
(Parent et al., 2010). The time point at which slices were
obtained (Fig. 1) allowed us to test the effects of A when
they are already well-established (Alvarado-Martinez
et al., 2013; Salgado-Puga et al., 2017; Alcantara-
Gonzalez et al., 2019). Briefly, rats were anesthetized
with pentobarbital (150 mg/kg) and transcardially
perfused with a cold sucrose neuroprotective solution
containing (in mM): 75 sucrose, 25 glucose, 25 NaHCOg,
2.5 KCI, 78 NaCl, 1.25 NaH,PO,4, 0.5 CaCl,, 7 MgCl,
(Bischofberger et al., 2006), continuously bubbled with
carbogen (95% O,, 5% CO,). Subsequently, rats were
decapitated, and the brains were removed and sub-
merged in bubbled ice-cold neuroprotective solution.
The cerebellum was removed and the hemispheres were
glued with cyanoacrylate to an inclined (10-12°) agar
block (Parent et al., 2010; Flores-Martinez and Pena-
Ortega, 2017). mPFC slices, 385 um thick, were obtained
using a vibratome (HM-650-V, Thermo Fisher, USA, or
VT1000S, Leica, Germany), while tissue was submerged
in bubbled ice-cold neuroprotective solution. Only slices
containing the hippocampal bundle (Parent et al., 2010),
were kept and transferred to a recovery solution (mM):
125 NaCl, 2.5 KClI, 1.25 NaH,PO,4, 25 NaHCO3, 10 glu-
cose, 1 CaCl,, and 4 MgCl, at 34 °C for 30 min and then
allowed to reach room temperature for 1 h (Bischofberger
et al., 2006).

Patch-clamp recordings. At the end of the incubation
period, an mPFC slice was transferred to a submerged
chamber with circulating ACSF containing (in mM): 125
NaCl, 2.5 KCI, 1.25 Na,HPO,4, 25 NaHCO3, 2 CaCl,, 2
MgCl,, and 10 glucose, kept at 33-34 °C and
continuously bubbled with carbogen. Layer V pyramidal
cells of the infralimbic (IL) and prelimbic (PL) areas
were visually identified with differential interference
contrast illumination in an E-600FN-Nikon microscope,
and cells were recorded in a whole-cell configuration
with borosilicate pipettes with a resistance of 3-6 MQ
and filled with an internal solution containing (in mM):
120 potassium gluconate, 10 KCI, 10 HEPES, 1 MgCl,,
0.05 EGTA, 0.3 LiGTP, 2 Na,ATP (Debanne et al.,
1996). Voltage and current clamp recordings were ampli-
fied and low-passed at 10 kHz with an Axopatch 200b
amplifier (Molecular Devices, USA). The signal was digi-
tized at 30 kHz (Digidata 1550, Molecular Devices,
USA). In current clamp mode, standard current/voltage
(I/V) and current/frequency (I/F) curves were obtained
using 1-second-long square current pulses, at 0.2 Hz, to
determine the subthreshold and suprathreshold proper-
ties of the pyramidal cells. For the I/V curve, direct current

was continuously injected to set the membrane potential
to —70 mV and square current pulses were applied from
—250 pA, in 25 pA steps, until reaching the action poten-
tial (AP) threshold. For the I/F curve, with the membrane
potential held at —70 mV and depolarizing current pulses
of increasing intensity (from 50 to 500 pA, in 50 pA steps)
were applied (Pefia-Ortega et al., 2010; Vargas-Barroso
etal., 2016). In voltage clamp mode, spontaneous postsy-
naptic currents (sPSCs) were recorded for 3 min with a
holding potential of —70 mV.

After characterizing the pyramidal cell’'s synaptic
properties, extracellular current pulses (100-ps-long at
0.03 Hz) were applied with a bipolar electrode located
either in the hippocampal bundle or in PFC layer | to
evoke excitatory postsynaptic currents (EPSCs; Fig. 1).
The activation of the HP-PFC bundle results in
patterned activity of neurons in the PFC which is distinct
from that of the superficial layer 1 (Parent et al., 2010;
Fig. 1). The threshold intensity current, determined for
any given slice, was determined as the minimum stimula-
tion necessary to evoke an EPSC differentiable from
noise in 50% of the stimulations (Salgado-Puga et al.,
2017). Input-output (I-O) curves were obtained by
increasing the stimulation intensity, in threshold folds,
until the maximum synaptic amplitude was achieved
(Salgado-Puga et al.,, 2017). To evaluate short- and
long-term synaptic plasticity, stimulus intensity was
adjusted to evoke an EPSC of 30-50% of the maximal
synaptic amplitude (Salgado-Puga et al., 2017). Short-
term plasticity was evaluated by applying trains of five
stimulations at different frequencies (5, 10, 20, and
50 Hz; Flores-Martinez & Pena-Ortega, 2017). For LTP,
after 5 min of basal recording, tetanic stimulation (3 trains
of 100 pulses at 100 Hz with an inter-train interval of 10 s)
was applied and post-tetanic recordings were continued
for 45 min (Herry & Garcia, 2002; Salgado-Puga et al.,
2017).

Analysis and statistics

Behavioral analysis. All trials in the Figure-8 maze
were videotaped and stored in a personal computer with
a webcam (Logitech C920) for off-line analysis. Correct
responses were defined as follows: visits to the
contralateral corridor during the choice phase in the
NMS task or visits to the ipsilateral corridor during the
choice phase in the MS task. Both quantifications are
presented as the percentage of correct responses.

Electrophysiological recordings. Patch-clamp
recordings were analyzed off-line with Clampfit v.10
(Molecular Devices, USA). Input resistance (Rn) was
calculated as the slope of the linear portion of the I/V
curve. The decay time constant was calculated by
adjusting an exponential function to the capacitive
response in two points adjacent to the 0 pA step
(Armenta-Resendiz et al., 2018). For the sag membrane
potential, the absolute difference between the steady
(late) hyperpolarization and the largest (early) voltage
decrease during the —250 pA step was calculated
(Armenta-Resendiz et al., 2018). Rehobase current was
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defined as the minimal current required to elicit at least
one AP. The fast after-hyperpolarization (AHPf) was mea-
sured as the maximal negative potential after the first AP
at the rehobase current (Armenta-Resendiz et al., 2018).
The slow component of the AHP (AHPs) was measured
as the maximal negative potential after a firing train
evoked with depolarizing 200 pA (Wu et al., 2016). Firing
frequency was defined as the number of APs during the 1-
second-long square pulse. sPSCs were identified with a
manually supervised template build with at least 10 repre-
sentative traces and a voltage threshold of 0.5 mV (Lara-
Valderrabano et al., 2017). Spike frequency adaptation
was measured in the spike trains evoked by a 400 pA cur-
rent injection, by measuring the time constant (tAdapt) of
a simple exponential function adjusted to their instanta-
neous spike frequency over time (Villanueva-Castillo
et al,, 2017). We also calculated the attenuation factor
(fagapt) @S fagapt = (fo — fss)/fo, where fy is the initial firing
rate and fss is the steady state firing rate (Gabbiani &
Krapp, 2006). For the EPSCs induced during the short-
term stimulation protocols, their mean amplitude was
measured and normalized with respect to the amplitude
of the first response of the train (set as 100%). For the
LTP experiments, the mean amplitude of the EPSC was
measured during the basal period and set as 100%, while
the mean amplitude during the post-tetanic period was
normalized as % of basal (Salgado-Puga et al., 2017).

Statistics. Data was analyzed using GraphPad Prism
(GraphPad Software V.8, San Diego, CA). The Shapiro—
Wilk test was performed to define the normality of data
distribution and the subsequent use of parametric or
non-parametric tests for data comparisons. For all
comparisons between two groups, Student’s t-test or
Mann-Whitney U were used as defined by the normality
test. For analysis that required multiple comparisons,
the mixed model ANOVA with Bonferroni post hoc was
applied. Most data were fitted with a simple logarithmic
one phase function flanked by plateau regression from
which tau and R? parameters were extracted. Fitted
curves were compared with the Mann-Whitney U test.
For the spike frequency adaptation analysis, a single
exponential decay function was adjusted. For the I-O
curve and the short-term plasticity experiments, a
logarithmic agonist-response function and a hyperbolic
binding curve were fitted, respectively. R? parameter
was reported in all cases. Any other analysis will be
described as needed. For all figures, significance is
denoted as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

RESULTS

Infusion of Ap leads to its accumulation beyond the
microinjection site

As mentioned, animals were microinjected with A or its
vehicle (F12 medium) either icv (global infusion) or
directly into the PFC (local infusion; Fig. 3). To
corroborate the presence of AB in the PFC after such
injection, we immunostained the tissue for A using the
antibody BAM-10 (Jorda et al.,, 2010; Orta-Salazar
et al., 2019) and found that AB is accumulated adjacent

to the microinjection site (labeled with Dil; Fig. 3B) but
also beyond this point, at the level of the recording site
(approximately 1 mm apart; Fig. 3D). We did not identify
the presence of AB immunostaining in animals microin-
jected with F12 medium neither in the microinjection nor
in the recording sites (Fig. 3A, C, respectively).

Global and local Af infusion reduces WM capac-
ity. Animals trained in the NMS version of the Figure-8
maze (Pedigo et al., 2006) easily learned the rule and
improved their performance from 89% of correct
responses (alternations) on the first day of training to
100% of correct responses on the fifth day (n = 26;
Fig. 4A). Fitting a logarithmic function flanked by plateau
(R? = 0.9) to data, including a theoretical 50% of correct
responses on day zero, revealed a tau of 0.6 days
(Fig. 4A, inset). On the fifth day, we tested WM in these
animals by introducing variable delays between samples,
which lead animals to significantly reduce their perfor-
mance to 90, 82, 80, 50 and 57% of correct responses
(at a delay of 0.25, 0.5, 1, 5, and 10 min, respectively;
Fig. 4B). The longest delays (5 and 10 min) significantly
reduced the performance in this task compared with
shorter delays (Kruskal-Wallis test k = 50.11,
p = 0.0001, Dunn’s post-hoc; Fig. 4B). Fitting an expo-
nential function flanked by plateau to the performance
during the delayed trials (R> = 0.4) revealed a tau of
1.6 min (Fig. 4, inset).

To characterize the effects of Ap on learning and WM
in the Figure-8 maze, we evaluated the performance of
animals injected icv with AP (global Ap group, n = 9) or
vehicle (control group, n = 8) and found that global AB
application slightly delayed the learning of the NMS
version of the Figure-8 maze [Mixed Model ANOVA,
day: F(4,32) = 2888, p = 0.001; group: F
(1,8) = 6.847, p = 0.03; day x group F(4,22) = 4.313,
p = 0.01, Bonferroni post-hoc; Fig. 5A]. For instance,
on the first day of training, the global AB group exhibited
a percentage of correct responses (79%) that was
significantly smaller than that of the control group (90%;
Bonferroni multiple comparison test, t = 4.41,
p = 0.0001; Fig. 5A). Moreover, the tau exhibited in the
one-phase decay curves for the global AB group
(0.9 days) was twice as long as that of the control group
(0.4 days; Mann-Whitney test, U = 39, p = 0.001;
Fig. 5A, inset). Despite these differences in learning
during the first day of training, the control and global AB
groups reached perfect scores at the end of their
training periods (100% of correct responses on the fifth
training day; Fig. 5A). On the fifth day, we also tested
WM in these animals by introducing variable delays
between phases, which showed that the performance of
the AP group was significantly reduced when the delay
between the sample and choice phases was 5 min
(50% of correct responses vs 83% of correct responses
of the control group; Mann-Whitney test, U = 6,
p = 0.001; Fig. 5B). Similarly, the performance of the
AB group was significantly reduced when the delay
between the sample and choice phases was 10 min
(53% of correct responses vs 88% of correct responses
of the control group; Mann-Whitney test, U = 6,
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Fig. 3. Histological verification of the intra-PFC injection site and Ap accumulation. The microinjector trajectory was revealed with Dil (which was
attached to the injector before its introduction into the tissue). Ap was immunostained with the antibody BAM-10 and nuclei were stained with DAPI.
All these detections were performed around the injection site for animals infused with AB (B) or its vehicle (F12 medium; A). BAM-10 and DAPI
staining was also detected at the level of the recording sites (approximately 1 mm apart from the microinjection site) for animals infused with A (D)
or F12 medium (Control, C). Magnifications of image overlays images show BAM-10 staining (Ap accumulation) in the PFC of animals infused with

AP but not with its vehicle, both at the injection and recording sites.

p = 0.002; Fig. 5B). The one-phase decay function fit for
these trials with delays for the global AB and control
groups (R2 = 0.13 and 0.44, respectively; Fig. 5B,
inset) revealed a longer tau in the global AB group
(1.75 min) than in the control group (0.16 min; Mann—
Whitney test, U = 46, p = 0.0001; Fig. 5B, inset).

To measure reversal learning, we switched the task
from an NMS version to an MS version and found that
the control animals improved their performance from
15% of correct reversed responses on the first day of
reversal training to 95% of correct reversed responses
on the eighth day of reversal training (Fig. 5C). In
contrast, global AR animals were completely unable to
change their behavior, maintaining only 13% of correct
reversed responses after eight days of reversal training
[Mixed model ANOVA, day: (F(7, 35) = 41.74,

p = 0.0001); group: (F(1, 5) = 127.5, p = 0.0001);
day x group (F(7, 35) = 28.66, p = 0.0001),
Bonferroni post-hoc; Fig. 5C]. Thus, our findings
indicate that global AP application affects learning, WM,
and reversal learning in the Figure-8 maze.

To corroborate the alterations in WM without the
influence of defective learning, we trained naive animals
in the NMS version of the Figure-8 maze (Figs. 1 and
2). Once they reached perfect scores, animals were
injected with AB either icv (global AB group; Fig. 6A) or
intra-PFC (local AB group; Fig. 6B). Injection of vehicle
in both locations was used as control (Fig. 6). Two
weeks after injection, animals were re-trained in the
Figure-8 maze for five days. During this time, animals of
all groups maintained the highest performance in the
trials with no delay (data not shown). However, when
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Fig. 4. Learning of the non-matching-to-sample rule in the Figure-8
maze and evaluation of working memory. (A) Learning curve of the
non-matching-to-sample rule with no delay, represented as a
proportion of correct responses. Inset Logarithmic one phase decay
flanked by plateau fit to the mean correct responses. (B) Working
memory evaluation by the incorporation of variable delays between
the sample and choice phases. Note that with longer delays there is a
reduction of correct responses (Kruskal-Wallis test k = 50.11,
p = 0.0001; Dunn’s multiple comparison test). Inset Logarithmic one
phase decay flanked by plateau fit to the mean responses. Grouped
data are presented as mean + SEM.

delays were included between the sample and choice
phases, the global AB group (n = 8; Fig. 6A)
significantly reduced performance at the 5 and 10 min
delays (63 and 50% of correct responses, respectively),
compared to the control group (81% of correct
responses in both cases; Mann—Whitney test, 5 min,
U = 3, p = 0.001; 10 min, U = 1, p = 0.0001;
Fig. 6A). The fitted exponential functions for the trials
with delays for the global AB and control groups
(R? = 0.6 and 0.2, respectively) revealed a significantly
longer tau in the global AB group (16.7 min) than in the
control group (0.6 min; Mann-Whitney test, U = 57,
p = 0.0001; Fig. 6A, inset). In contrast, the local Ap
group (injected in the PFC with AB) exhibited a
significantly reduced performance at all delays tested
compared to the control group (injected in the PFC with

vehicle; Mann—-Whitney test, 0.25 min (U = 0,
p = 0.0043); 0.5 min (U = 0, p = 0.0043), 1 min
(U = 0.5, p = 0.0065), 5 min (U = 0, p = 0.0022),
10 min (U = 0, p = 0.0022), Fig. 6B). Thus, the fitted
exponential functions for the trials with delays for the
local AB and control groups (R? = 0.8 and 0.3,
respectively) revealed a significantly longer tau in the
global AP group (6.7 min) than in the control group
(0.2 min; Mann-Whitney test, U = 0, p = 0.0001;
Fig. 6B, inset).

Local Ap induces hyperexcitability in layer V
pyramidal neurons

To assess the changes in PFC excitability that might be
involved in the WM disturbance induced by intra-PFC
AR application, we characterized the subthreshold and
suprathreshold properties of PFC pyramidal neurons in
slices obtained 3—4 weeks after animals were injected
into the PFC with either AB (local AB group, n = 13) or
vehicle (control group, n = 17) (during the 11th week
after birth; Fig. 1). We found that most subthreshold
properties RMP (Mann-Whitney test, U = 106,
p = 0.85), Rm (Mann-Whitney test, U = 81, p = 0.21),
Tau (Mann-Whitney test, U = 103, p = 0.77) and
Rheobase (Mann-Whitney test, U = 85, p = 0.2844;
Fig. 7A—E) were identical between groups. However, we
also found that pyramidal cells of the local AB group
exhibited a bigger sag membrane potential (5.0 £ 0.4 m
V) than the control group (3.5 £ 0.5 mV; Mann—Whitney
test, U = 59, p = 0.03; Fig. 7F).

When we evaluated the suprathreshold properties of
PFC pyramidal cells (Fig. 8), we found that local AR
application significantly increased averaged AP firing
induced by stimuli of increasing magnitude [Mixed
model ANOVA, | = F(1.376, 38.53) = 171.3,
p = 0.001); group (F(1, 28) = 13.55, p = 0.001);
I x group (F(9, 252) = 6.80, p = 0.001), Bonferroni
post-hoc; Fig. 8A]. Pairwise comparisons show that the
increase in AP firing was significantly higher at
depolarizing currents of 400 pA (23.08 + 1.6 APs), 450
pA (25.23 + 1.5 APs) and 500 pA (26.77 + 1.48 APs),
compared to the control group (15. 76 + 1.38; 15.41 + 1
.31; 16.47 £+ 1.61 APs; respectively; Bonferroni multiple
comparison test; Fig. 8A). As previously reported (\Wang
et al., 2009; Haghani et al., 2012), we found that cells
from the AP group had bigger AHPf (19.6 £ 1.56 mV; t
test, #(29) = 3.6, p = 0.001) than those of the control
group (12.49 = 1.21 mV; t test, Fig. 8B). In contrast,
we did not find differences in the AHPs amplitude (Vehi-
cle: 468 = 0.31 mV; AB: 5.35 = 0.58 mV; f test, ¢t
(29) = 1, p = 0.38, Fig. 8C). We also evaluated the tem-
porality of the APs induced by a depolarizing current of
400 pA and found that the AP group exhibited both a fas-
ter initial firing rate (AB: 183.05 + 16.68 Hz vs Vehicle:
111.30 = 12.75 Hz; t test, #(27) = 3.5, p = 0.001,
Fig. 8D) and a faster steady state firing rate (Ap: 24.27

+ 2.58 Hz, Vehicle: 16.17 + 1.63 Hz; t test, t
(27) = 2.8, p = 0.009, Fig. 8E). Conversely, the Ap group
showed a shorter adaptation time constant (tAdapt; Ap:
20.05 + 2.36 ms, t test, #(27) = 2, p = 0.05) than the
control group (Vehicle: 30.14 + 3.93 ms, Fig. 8F).
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Logarithmic one phase decay flanked by plateau fit to the mean correct responses (Mann-Whitney
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However, the adaptation measured as the attenuation
factor (see Materials and Methods) did not show differ-
ences between groups (AB: 0.86 =+ 0.01, Vehicle:
0.84 + 0.02, Fig. 8G).

Local Ap does not change basal synaptic
transmission or its short-term plasticity, but avoids
long-term potentiation of different PFC inputs

We also characterized the synaptic properties of PFC
pyramidal neurons in slices obtained 3—-4 weeks after
animals were injected into the PFC with either AB (local
AB group, n = 10) or vehicle (control group, n = 11)
(during the 11th week after birth; Fig. 1). First, we
evaluated the sPSCs recorded at —70 mV and although
found no differences in sPSC frequency between the
local AB and control groups (10.7 + 1.9 and 10.0 + 0.6
Hz, respectively, Mann—Whitney test U = 50, p = 0.75,
Fig. 9), sPSC amplitude tended to be bigger in the local
AB group (16.7 = 0.7 pA, Fig. 9B) than in the control
group (15.2 £ 0.7 pA; Mann—Whitney test U = 35,
p = 0.17, Fig. 9A). Then, we evaluated the EPSCs
evoked on pyramidal PFC neurons by stimulating
different inputs to these cells, since previous findings

found no changes in the evoked
EPSCs neither in their amplitude
when stimulated at different inten-

sities [Mixed model ANOVA,
I = F@4, 44) = 13.86,
p = 0.001); group (F(1,

11) = 1.21, p = 0.29); | x group
(F(4, 44) = 0.51, p = 0.72), Bon-
ferroni post-hoc; Fig. 10A] nor in
their short-term plasticity when
stimulated at different frequencies
[Mixed model ANOVA,
Frequencies = F(4,112) = 10.08,
p = 0.001); group (F(7,
0.4217, p = 0.88);
Frequencies x group (F(28,
112) = 0.47, p = 0.98), Bonferroni
post-hoc; Fig. 11A, B] compared
with the control group. We encoun-
tered a similar scenario when eval-
uating the EPSCs evoked on
pyramidal PFC neurons by their
intracortical  input  (intra-PFC;
Fig. 1), since we found no differ-
ences in their amplitude when stim-
ulated at different intensities [Mixed
model ANOVA, | = F(4, 32) = 18.39, p = 0.001); group
(F(1, 8) = 0.42, p = 0.53); | x group (F(4, 32) = 0.49,
p = 0.74), Bonferroni post-hoc; Fig. 10B] or in their
short-term plasticity when stimulated at different frequen-
cies [Mixed model ANOVA, Frequencies = F(4,
1000 = 2836, p = 0.001); group (F(6,
25) = 1.52p = 0.21); Frequencies x group (F(24,
100) = 1.21, p = 0.24), Bonferroni post-hoc; Fig. 11C,
D] between groups. The short-term plasticity observed
in our experiments closely resemble the plasticity patterns
described previously for both afferents (Parent et al,
2010; Flores-Martinez & Pefa-Ortega, 2017), with short-
term facilitation ratios of the HP-PFC connections being
higher than those evoked by intra-PFC stimulation (i.e.
cortico-cortical connections; Figs. 10 and 11).

We also evaluated the tetanus-induced LTP (Herry &
Garcia, 2002; Salgado-Puga et al., 2017; Fig. 12) of
different inputs to the PFC. Local A infusion (n = 5)
blocks LTP in the HP-mPFC pathway (Fig. 12A). While
the control group (n = 5) showed an LTP of 159.80 + 3
3.43% of basal 40 min after tetanus stimulation of the HP-
mPFC pathway (Fig. 12B), the AB group failed to induce
LTP, and even lead to LTD, after tetanus stimulation of
the HP-mPFC pathway (91.41 + 3.6% of basal;
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Fig. 6. Global and local Ap applications reduce working memory of
previously learned Figure-8 maze. (A) Working memory evaluation in
trials with variable delays between the sample and choice phases in
animals that previously learned the non-matching-to-sample rule and
then were injected icv with AB (Global AB) or its vehicle (Control).
Note that Global AB reduces the performance with delays of 5 min
(Mann-Whitney test, U = 3, p = 0.0014) and 10 min (U = O,
p = 0.003) compared to the Control group. Inset Logarithmic one
phase decay flanked by plateau fit to the mean correct responses
(Mann-Whitney test, U = 57, p = 0.0001). (B) Working memory
evaluation in trials with variable delays between the sample and
choice phases in animals that previously learned the non-matching-
to-sample rule and then were injected in the PFC with AB (Local AB)
or its vehicle (Control). Local AB animals exhibited a reduced
performance in all delays (Mann—Whitney test, 0.25 min (U = 0,
p = 0.0043); 0.5 min (U = 0, p = 0.0043), 1 min (U = 0.5,
p = 0.0065), 5 min (U = 0, p = 0.002) 10 min (U = 0, p = 0.0022).
Inset Logarithmic one phase decay flanked by plateau fit to the mean
correct responses (Mann-Whitney test, U = 0, p = 0.0001).
Grouped data are presented as mean + SEM.

Mann—Whitney test, U = 0, p = 0.0079). We found sim-
ilar results in the intracortical connection (Fig. 12C). The
control group (n = 5) showed an LTP of 173.30 + 35.0
5% of basal 40 min after tetanus stimulation of the intra-
cortical pathway (n = 5; Mann—Whitney test, U = 1,
p = 0.015; Fig. 12D), whereas the AB group exhibited
long-term depression 40 min after tetanus stimulation of

the intracortical pathway (n = 5; 68.98 + 20.47% of
basal; Mann—Whitney test; Fig. 12D).

DISCUSSION

Early AD is characterized by cognitive impairment
associated with executive functions, such as WM and
CF (Morris & Baddeley, 1988; Kensinger et al., 2003;
Klupp et al., 2015). This impairment has been related to
AP accumulation in the PFC (Jack et al., 2008; Mori
et al., 2014; Mander et al., 2015) and alterations in the
activity of this brain region (Klupp et al., 2015; Mander
et al., 2015; Kumar et al., 2019; Joseph et al., 2021). Aim-
ing to link these pathological processes, here we showed
that a single AB injection (both icv and intra-PFC), which
leads to AP accumulation, reduced learning and WM in
the Figure-8 maze, while avoiding CF in males. These
behavioral alterations correlated with increased layer V
pyramidal cell firing, larger sag membrane potential,
increased AHPf, and a failure to sustain synaptic LTP at
both the hippocampal-PFC pathway and intracortical
synapses. These findings show that Af can affect PFC
excitability and synaptic plasticity, damaging PFC-
dependent functions, which could constitute the founda-
tions for the early alterations in executive functions in
AD patients. AD certainly affects more women than men
(Regitz-Zagrosek, 2012; Vifa et al., 2010). However, in
this study we performed the experiments in males due
to the well-known dimorphic, and sometimes opposite
(Kristofikova et al., 2006; Lecordier et al., 2022), effects
of AB, including those of its soluble forms (Kristofikova
et al., 2006; Abd-Elrahman et al., 2020). These dimorphic
alterations include sex-dependent changes in memory,
synaptic transmission and its plasticity (Bories et al.,
2012; Schmidt et al., 2019; Navakkode et al., 2021;
Gannon et al., 2022; Hulshof et al., 2022; Owlett et al.,
2022), that include differential changes in the PFC
(Bories et al., 2012; Schmid et al., 2019). These differ-
ences could be explained by diversity in genetic back-
ground and expression, hormone secretion and
neuroinflammatory responses (Navakkode et al., 2021;
Gannon et al., 2022; Lecordier et al.,, 2022; Owlett
et al., 2022). However, these sex-dependent alterations
need to be addressed in future experiments.

We and others have previously shown that a single AB
injection, either icv (Stepanichev et al., 2003; Zhang et al.,
2013; Martinez-Garcia et al.,, 2021), intracisternal
(Alcantara-Gonzalez et al., 2019) or intraparenchymal
(Hruska & Dohanich, 2007; Haghani et al., 2012;
Eslamizade et al.,, 2015; Wang et al., 2016; Salgado-
Puga et al., 2017), affects the activity of a variety of neural
circuits (Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Martinez-Garcia
et al., 2021; Salgado-Puga et al., 2017) and alters differ-
ent aspects of learning and memory (Eslamizade et al.,
2015; Haghani et al., 2012; Hruska & Dohanich, 2007;
Martinez-Garcia et al., 2021; Salgado-Puga et al., 2017;
Stepanichev et al.,, 2003; Wang et al., 2016; Zhen &
Zhang, 2015). However, to the best of our knowledge, this
type of characterization has never been performed in the
mPFC, although the consequences of intra-PFC
administration on hippocampal function has certainly
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Fig. 7. Local AB application does not change mPFC layer V pyramidal cells subthreshold properties but increases their sag potential. Top.
Representative voltage traces in response to square pulses of hyperpolarizing and depolarizing current (I/V curve) in PFC pyramidal cells of the
Control (left) and Local AB (right) groups. Quantification of (A) Resting membrane potential (RMP; mV; Mann—Whitney test, U = 106, p = 0.85), (B)
Input resistance (Rm; MOhm; Mann—Whitney test, U = 81, p = 0.21), (C) Time constant (Tau; ms; Mann—Whitney test, U = 103, p = 0.77), D) ||V
curve (Mann-Whitney test, U = 192, p = 0.42), (E) Rheobase (pA) (Mann—-Whitney test, U = 85, p = 0.2844), (F) Membrane potential sag (mV)
(Mann—Whitney test, U = 59, p = 0.031) are represented for both groups. Grouped data are presented as mean + SEM.

been explored (Haghani et al., 2012; Eslamizade et al.,
2015).

Here, we found that a single icv or intra-PFC AP
injection reduced learning, performance and WM in the
Figure-8 maze, while precluding reversal learning in this
same maze. As previously reported (Pedigo et al., 2006;
Schaefers & Winter, 2011; Van Heusden et al., 2021),
animals rapidly learn and maintain top performance in
the NMS version of the Figure-8 maze, which requires
normal PFC function (Pedigo et al., 2006; Yoon et al.,
2008). Although a single intrahippocampal or intra-PFC
AB injection does not affect learning of context-
dependent memory (Haghani et al., 2012; Eslamizade
et al., 2015; Salgado-Puga et al., 2017), it can impair its
recall (Sanchez-Rodriguez et al., 2020). Here we found
that a single icv A injection slightly affects learning of
the NMS version of the Figure-8 maze (Fig. 2), which is

in line with previous findings that icv AB injection induces
a learning deficit in the eight-arm radial maze
(Stepanichev et al., 2003), the Y maze (Fukuda et al.,
2020) and the water maze (Zhang et al., 2015), indicating
that cellular mechanisms involved in learning are highly
resistant to Ap but can be slightly affected by this peptide
under specific conditions and in certain circuits (Salgado-
Puga & Pena-Ortega, 2015), as reported here for the
PFC.

As previously shown (Pedigo et al., 2006; Schaefers &
Winter, 2011; Van Heusden et al., 2021), the response
accuracy in the Figure-8 maze decreases with the intro-
duction of delays, particularly longer ones (5 min and
10 min), into the task to assess WM, which reaffirms that
the Figure-8 maze is sensitive for measuring WM (Pedigo
et al., 2006; Schaefers & Winter, 2011; Jin & Maren,
2015; Van Heusden et al., 2021). Moreover, we found that
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(AHPf) amplitude (mV) (t test, #(29) = 3.6, p = 0.0011). (C) Slow afterhyperpolarization (AHPs) amplitude (mV) (t test, #(29) =
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Initial firing rate (Hz) (t test, #(27) =

13.55, p = 0.001); X group (F(9, 252) = 6.801, p = 0.001), Bonferroni post-hoc]. (B) Fast afterhyperpolarization

1, p = 0.38). (D)

adaptation (ms) (t test, #(27) = 2, p = 0.5). (G) Attenuation factors are quantified for each group (f test, #(27) = 0.96, p = 0.34). Grouped data are

presented as mean + SEM.

AB injection potentiates the reduction of correct
responses in the Figure-8 maze when delays are intro-
duced, inducing reductions in performance even in
shorter delays, which is similar to recent findings in
APP/PS1 transgenic mice assessed in the same maze
(Van Heusden et al., 2021) and to the alterations in WM
induced by icv AP injection as measured in the eight-
arm radial maze (Stepanichev et al., 2003), the Y maze

(Fukuda et al., 2020) and the water maze (Zhang et al.,
2015). Although alterations in WM have been observed
after intrahippocampal AB injection when tested in the
alternative electro-stimulus Y maze (Wang et al., 2016),
the water maze, and the radial arm maze (Hruska &
Dohanich, 2007), as far as we know, this is the first
demonstration that increasing PFC AP levels is enough
to induce a WM alteration. In fact, we found that the
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ations would highly impact patients cognitive functions
during AD early stages (Morris & Baddeley, 1988;
Kensinger et al., 2003; Klupp et al., 2015).

We also found that global AB administration affects
reversal learning, since animals were unable to change
from an NMS to an MS rule (Fig. 3C). Studies have
shown that CF is affected in Tg2576 APPsw mice, along
with other cognitive functions (Zhuo et al., 2008), which
is reproduced in APP/PS1-21 mice (Van den Broeck
et al., 2019), TgJCRND8 mice (Romberg et al., 2013),
APPsw mice (Zhuo et al., 2007), APPNL-G-F mice
(Latif-Hernandez et al., 2019) and 5XFAD mice (Kim
et al.,, 2021). This alteration in CF correlates with high
levels of AB and its degrading enzymes in the PFC (Kim
et al., 2021), as well as with changes in PFC functional
connectivity with different areas including the hippocam-
pus (Latif-Hernandez et al., 2019). However, as far as

we know, this is the first demonstration that AP directly
affects CF which would be the basis of what has been
found in AD patients, who exhibit deficits in continuously
adapting to changing environments and demands
(Mueller et al., 2019; Scheltens et al., 2021).

Here we also found that, without affecting most of the
subthreshold properties (Tamagnini et al., 2015), AB-
induced alterations in PFC-dependent functions corre-
lated with increased layer V pyramidal cell firing, which
resembles the changes in neuronal activity and synchrony
induced by the viral induction of intra-PFC AR presence
(Koukouli et al., 2016) or by the bath administration of
AP to PFC slices (Gu et al., 2003; Wang et al., 2009;
Ren et al., 2018). Our findings coincide with those show-
ing that acute application of A to mPFC slices increases
PFC pyramidal cell excitability (Gu et al., 2003; Wang
et al.,, 2009; Ren et al., 2018) by increasing their input
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channels (Haghani et al., 2012;
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may include hyperpolarization-

D activated cyclic nucleotide gated
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22 eration of the hyperpolarization-
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é ISP i % membrane potential (Eslamizade

et al.,, 2015; Haghani et al., 2012;
Pena-Ortega et al., 2006). Indeed,
here we found that AP increases
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Fig. 12. Local AB application blocks long-term potentiation (LTP) of the evoked EPSCs received by the sag potential in PFC pyramidal
mPFC layer V pyramidal cells. Top. Representative traces of EPSCs evoked in the HP-mPFC neurons, which is very similar to
pathway during basal conditions (left), after tetanization (middle) and 40 min after tetanization (right) what has been found in pyramidal

for Control (top) and Local AB (bottom) rats. (A) Time-course of normalized (as % of basal) EPSC
amplitude before and after tetanization of the HP-mPFC pathway. (B) Quantification of normalized (as
% of basal) EPSC amplitude immediately after tetanization (1 min) and after 40 min (Mann-Whitney
= 0.0079). Bottom. Representative traces of EPSCs evoked in the Intra-mPFC (Haghani et al.,

test, U = 0, p

pathway during basal conditions (left), after tetanization (middle) and 40 min after tetanization (right) et al.,

neurons in the hippocampus after
intra-PFC  administration of AP
2012; Eslamizade
2015). This change in sag

for Control (top) and Local AB (bottom) rats. (C) Time-course of normalized (as % of basal) EPSC potential correlates with the ApB-

amplitude before and after tetanization of the Intra mPFC pathway. (D) Quantification of normalized
(as % of basal) EPSC amplitude immediately after tetanization (1 min) and after 40 min (Mann—

induced increase in Ih (Eslamizade

Whitney test, U = 1, p = 0.015). Grouped data are presented as mean + SEM. et al., 2015) and in the expression
of HCN channels (Eslamizade
et al.,, 2015). Interestingly, HCN

resistance (Ren et al., 2018), depolarizing their mem-
brane potential (Gu et al., 2003), reducing their synaptic
inhibition (Ren et al., 2018) or increasing their synaptic
excitation (Gu et al., 2003). Although we found that
chronic AP presence does not change PFC pyramidal cell
input resistance, membrane potential or synaptic excita-
tion, we did not test the state of synaptic inhibition in our
experimental conditions. The A-induced increase in
PFC pyramidal cell firing found in this study coincides with
the hyperexcitability displayed by PFC pyramidal cells in

channels contribute to the stereotyp-
ical intrinsic persistent firing of PFC pyramidal cells during
WM (Wang et al., 2007; Gamo et al., 2015) and its block-
ade or knockdown in the PFC improves WM performance
(Wang et al., 2007) and prevents the impairment of WM
induced by stress or D1R stimulation (Gamo et al.,
2015), which could very well be useful against Ap-
induced WM impairment. We also found that A
increases the AHPf in PFC pyramidal cells, which is sim-
ilar to the increase in AHP during acute AB perfusion in
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PFC slices (Wang et al., 2009) or in hippocampal pyrami-
dal cells after intra-PFC AB administration (Haghani et al.,
2012), correlating with variable effects on cell excitability
(Haghani et al., 2012; Wang et al., 2009). Although we
found that AB-induced increase in AHP coexists with ele-
vated cell excitability (Wang et al., 2009), the opposite
scenario can also be found, since an increase in AHP,
also induced by AP, can coexist with decreased cell
excitability (Haghani et al., 2012). Thus, increased AHP
does not always coincide with increased excitability
(Wang et al., 2009; Haghani et al., 2012) but produces
diverse effects on excitability even in identical experimen-
tal conditions (Wang et al., 2009). Nevertheless, an
increase in AHP has been found in PFC pyramidal cells
of aged monkeys exhibiting cognitive impairment in
delayed non-match-to-sample behavioral tasks, which
correlates with increased firing rates, as observed in our
experimental conditions (Luebke & Amatrudo, 2012).
Moreover, blockade of ionic currents involved in AHP gen-
eration (i.e. with apamin), in the PFC, enhances WM per-
formance in rats (Brennan et al., 2008), which could be
useful against Ap-induced WM impairment.

Although AB did not affect PFC basal synaptic
transmission and short-term plasticity under our
experimental conditions, we found a major effect on
long-term plasticity. It has been extensively shown that
the effects of AR on synaptic transmission are variable
and depend on the specific synapses being tested
(Roder et al., 2003; Wang et al., 2009; Pefa-Ortega &
Bernal-Pedraza, 2012; Salgado-Puga et al., 2015). How-
ever, our findings coincide with those obtained in APP23
mice that show no major changes in synaptic transmis-
sion and short-term plasticity in the PFC (Roder et al,,
2003) or with the lack of change in short-term plasticity
observed in APPNL-G-F mice (Latif-Hernandez et al.,
2019) or after bath application of A to PFC slices
(Flores-Martinez & Pena-Ortega, 2017). In contrast, we
found a consistent reduction of LTP, that turns into LTD,
in different inputs to the PFC after the chronic presence
of AB which, to the best of our knowledge, is the first
demonstration that chronic Ap alters long-term plasticity
in the PFC. This finding contrasts with variable effects
on LTP after bath application of Af to PFC slices (Wang
et al., 2013) or with the intact LTP observed in the PFC
of APP23 transgenic mice (Roder et al., 2003; also see
Lok et al., 2013). Interestingly, our findings coincide with
the deficits in plasticity of the PFC measured as potentia-
tion of cortical-evoked activity using paired associative
stimulation in AD patients compared with controls
(Kumar et al., 2019). In other circuits (i.e., the hippocam-
pus) AB not just depressed LTP induction (for a review
see Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2015), but switched
LTP into LTD (Mayordomo-Cava et al., 2020; Sanchez-
Rodriguez et al., 2017, 2020), which could be due to
AB-induced changes in the threshold for LTP/LTD induc-
tion (Mayordomo-Cava et al., 2020; Sanchez-Rodriguez
etal., 2017, 2020). Thus, AB might be altering the cellular
and network mechanisms involved in different types of
long-term plasticity and their balance (Salgado-Puga &
Pena-Ortega, 2015), which has been extensively related
to memory deficits (for a review see Salgado-Puga &

Pena-Ortega, 2015) and also switching the threshold for
the induction of LTP and or LTD, disrupting the metaplas-
tic properties of neural networks required for proper
reconfiguration during memory processing and leading
to cognitive decline (Mayordomo-Cava et al., 2020;
Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2015; Sanchez-Rodriguez
et al., 2017, 2020). Thus, along with the changes in PFC
pyramidal cell excitability, we suggest that these alter-
ations in synaptic plasticity induced by AP could represent
the foundations of the executive function deficits
observed in AD patients. Thus, preventing these func-
tional alterations could become a potential avenue to treat
this disease.
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