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Resumen
La formacion del hipocampo (HPC, por sus siglas en inglés) y la corteza prefrontal

(PFC, por sus siglas en inglés) son fundamentales para varios procesos cognitivos.
Ambas estructuras interactlan directamente a través de una proyeccion que se
genera por axones de neuronas localizadas en la region CALl y el subiculum del
HPC que arriban a diferentes dominios de la PFC. Esta conexion, denominada via
Hipocampo-Corteza Prefrontal (HPC-PFC, por sus siglas en inglés) permite la
interaccion de ambas estructuras a través de la generacién de actividad coherente
en oscilaciones que se sincronizan en frecuencias especificas. A través de estas
interacciones funcionales, la via HPC-PFC se involucra en el mantenimiento de
varios procesos cognitivos, entre los que se incluyen las llamadas funciones
ejecutivas, asi como la regulacion del estado de animo y el afecto. Los esfuerzos
por comprender la fisiopatologia de diversos trastornos psiquiatricos y neuroldgicos
(p.e. la enfermedad del Alzheimer; AD por sus siglas en inglés) se han centrado en
identificar las anomalias en regiones del HPC y/o la PFC. Cada vez esta mas claro
que los trastornos neuroldgicos y de neurodesarrollo no se deben Unicamente a
alteraciones en el HPC y/o PFC, sino que también a un deterioro distribuido en la
conectividad de la via HPC-PFC. La AD es una patologia crénica que cursa con
alteraciones en la memoria, en las funciones ejecutivas y en el estado de animo,
mismos que correlacionan con un aumento de la produccién de la proteina beta
amiloide (ApB, por sus siglas en inglés) en diversas estructuras cerebrales, incluidos el
HPC y la PFC. Debido a que la Af estd comunmente relacionada con alteraciones
en la conectividad sinaptica y con alteraciones en la actividad oscilatoria poblacional
en varios circuitos (p.e. el hipocampo). En este trabajo estudiamos si la Ag afecta la
actividad poblacional de la Corteza Prefrontal, asi como la inervacion que esta
corteza recibe desde el hipocampo. Con el uso de registros electrofisioldgicos, en
una preparacion in vitro que preserva la via HPC-PFC, inicialmente observamos que
la integracion sinaptica de la via HPC-PFC varia en funcién de la frecuencia de
estimulacién. Ademas, demostramos que la aplicacion de la AB, en el bafio de
registro, inhibe la actividad poblacional de la Corteza Prefrontal y la entrada
sinaptica que esta corteza recibe del hipocampo. La depresion de la via HPC-PFC
inducida por la AB se observa tanto a nivel del potencial de campo, como al nivel
unicelular, mientras que altera la topologia de la red prefrontal. Nuestros datos
sugieren que la AB puede contribuir al deterioro cognitivo en la AD, al menos en
parte, a través de la inhibicion de la actividad de la Corteza Prefrontal y sus



interacciones dindmicas de largo alcance con otros circuitos neuronales (p.e. el
hipocampo).

Abstract

The formation of the hippocampus (HPC) and prefrontal cortex (PFC) are critical for
several cognitive processes. Both structures interact directly through a projection
that is generated by axons of neurons located in the CA1 region and the subiculum
of the HPC that reach different domains of the PFC. This connection, called the
Hippocampus-Prefrontal Cortex (HPC-PFC) pathway, allows the interaction of both
structures through the generation of coherent activity in oscillations that are
synchronized at specific frequencies. Through these functional interactions, the
HPC-PFC pathway is involved in the maintenance of several cognitive processes,
including the so-called executive functions as well as the regulation of mood and
affect. Efforts to understand the pathophysiology of various psychiatric and
neurological disorders (e.g., Alzheimer's disease; AD) have focused on identifying
abnormalities in regions of the HPC and/or PFC. It is increasingly clear that
neurological and neurodevelopmental disorders are not only due to alterations in the
HPC and/or PFC, but also to a distributed impairment in the connectivity of the HPC-
PFC pathway. Alzheimer's disease is a chronic pathology. which causes alterations
in memory, executive functions, and mood, which correlate with an increase in the
production of amyloid beta protein (AB) in various brain structures, including the
hippocampus. and the Prefrontal Cortex. Because Apf is commonly related to
alterations in synaptic connectivity and alterations in population oscillatory activity in
various circuits (e.g., the hippocampus). In this work we study whether Ag affects
the population activity of the Prefrontal Cortex, as well as the innervation that this
cortex receives from the hippocampus. Using electrophysiological recordings, in an
in vitro preparation that preserves the HPC-PFC pathway, we initially observed that
the synaptic integration of the HPC-PFC pathway varies as a function of stimulation
frequency. Furthermore, we demonstrate that the application of Ag, in the recording
bath, inhibits the population activity of the Prefrontal Cortex and the synaptic input
that this cortex receives from the hippocampus. The depression of the HPC-PFC
pathway induced by A is observed both at the field potential level and at the single-
cell level, while it alters the topology of the prefrontal network. Our data suggest that
AB may contribute to cognitive impairment in Alzheimer's disease, at least in part,
through inhibition of the activity of the Prefrontal Cortex and its long-range dynamic
interactions with other neural circuits (e.g., the hippocampus). .



Introduccion

La corteza prefrontal

El término "prefrontal” se utilizé por primera vez en 1884 (Guldin et al., 1981). La
primera descripcion topografica de las regiones que hoy consideramos prefrontales
se atribuye a Brodmann (Fuster, 2008) quien, basado en criterios de
citoarquitectura, utilizé los términos “frontal® y "precentral® para denotar dos
regiones principales del I6bulo frontal de los primates (Fuster, 2008). Brodmann
encontrd la presencia de una capa IV granular distintiva, como una caracteristica
prominente de la regién frontal en los primates (Fuster, 2008). En sus estudios
comparativos entre especies, Brodmann encontré que la regién frontal (granular)
esta poco desarrollada o ausente en los no primates, lo que lo llevé a concluir que
la region frontal granular es esencialmente exclusiva de los primates (Preuss, 1995).
Este tipo de observaciones contribuyeron a retrasar los estudios de las areas
frontales en animales no primates (Guldin et al., 1981). La regién cortical frontal
granular, descrita por Brodmann (Fuster, 2008), con el tiempo se ha denominado
indistintamente como corteza frontal granular, frontal granular o prefrontal (Preuss,
1995).

Anatomia de la corteza prefrontal en la rata

Existe una gran homologia entre la corteza prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés)
entre primates y roedores (Vogt et al., 2013; Vogt y Paxinos, 2014; Laubach et al.,
2018). La PFC de los roedores es agranular, muestra una citoarquitectura homaéloga
a la de los primates y presenta la mayoria de las aferencias y eferencias de la PFC
de los primates (Vogt et al., 2013; Vogt y Paxinos, 2014; Laubach et al., 2018). La
PFC de larata estd, en general, dividida en tres regiones topolégicamente diferentes
(Beckstead, 1979; Divac y Morgenson, 1985). Primero, una region ubicada
medialmente, la PFC medial (Divac y Morgenson, 1985), que constituye la porcion
principal de la pared medial del hemisferio anterior y dorsal al genu del cuerpo
calloso. En segundo lugar, una region ubicada ventralmente que se denomina PFC
orbitaria y que se encuentra dorsal al extremo caudal del bulbo olfatorio, en el banco
dorsal del surco rinal (Krettek y Price, 1977a). En tercer lugar, la PFC de la rata
contiene una region ubicada lateralmente (Sarter y Markowitsch, 1983), la PFC
lateral o sulcal, que también se conoce como la corteza insular agranular y, en las
ratas, se encuentra en la parte anterior del surco rinal (Sarter y Markowitsch, 1984;
Sesack et al., 1989). La PFC medial sera el foco principal del presente trabajo. Esta
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parte de la PFC en las ratas se puede dividir en al menos cuatro areas distintas
citoarquitecténicamente: el area precentral medial (PrCm, por sus siglas en inglés)
o el area frontal de la corteza 2 (Fr2, por sus siglas en inglés), el area cingulada
anterior, el area prelimbica y el area infralimbica (Krettek y Price, 1977a; Van Eden
y Uylings, 1985). Con base en varios criterios anatdémicos, se ha sugerido que existe
una subdivision principal de la PFC medial en un componente dorsal, que abarca el
area FR2, las éareas cinguladas anteriores dorsales, la parte dorsal del area
prelimbica y una ventral que incluye las areas orbitales ventrales prelimbicas,
infralimbicas y mediales (Fig. 1; Berendse et al., 1992; Steketee, 2003; Zahrt et al.,
1997).

Figura 1. Citoarquitectura y distribucién de la corteza prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés). ((A) Se
muestran seis secciones coronales teflidas con violeta de cresilo a través del polo frontal del cerebro de la rata.
Los limites de los diferentes campos citoarquitectonicos en la PFC se indican con puntas de flecha. Las
secciones estan igualmente espaciadas y separadas, aproximadamente 0.5 mm. El nivel rostrocaudal de las
secciones también se indica en una reconstruccion de la vista medial de la parte rostral del hemisferio que se
muestra en el panel B. (B) Vista medial de la parte rostral del hemisferio cerebral de la rata al nivel de la PFC.
Se indican los niveles de las secciones que se muestran en panel A y los limites entre las areas
citoarquitectdnicas. Abreviaturas: ACd, area dorsal anterior del cingulado; ACv, area cingulada anterior ventral;
FR2, rea frontal de la corteza 2; IG, indusium griseum; IL, area infralimbica; MO: &rea orbital medial; PL, area
prelimbica; TT, tenia tecta; ac, comisura anterior; cc, cuerpo calloso; ACd, area cingulada anterior dorsal; OB,
bulbo olfativo; PLd, parte dorsal del area prelimbica; PLv, parte ventral del area prelimbica. Modificado de
Heidbreder y Groenewegen, 2003.

La distincion entre las subdivisiones dorsales y ventrales de la PFC se remonta a
un origen filogenético (Pandya y Yeterian, 1990). La PFC evolucion6 a partir de un
origen archicortical y paleocortical (Pandya y Yeterian, 1990). De la porcién
archicortical surgieron las areas proisocorticales 24 (cingulado anterior), 25
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(infralimbica) y 32 (prelimbica; Pandya y Yeterian, 1990), que dieron lugar a las
regiones prefrontales dorsales y dorsolaterales en los primates (Pandya y Yeterian,
1990). De hecho, la corteza prelimbica de los roedores (especialmente las ratas) es
el equivalente del area 32 de Brodmann en los primates (especialmente los
macacos; Uylings y Van Eden, 1990). En el contexto de las tendencias evolutivas
reconocidas por Pandya y colaboradores (Pandya y Yeterian, 1990), se puede
afirmar que la corteza infralimbica forma el area cortical prefrontal menos
desarrollada citoarquitectonicamente, mientras que existe una segregacion mas
clara de las capas corticales en las &reas cingulada anterior y Fr2 localizadas
dorsalmente (Krettek y Price, 1977a; Krettek y Price, 1977b; Van Eden y Uylings,
1985).

Conectividad de la corteza prefrontal

Como se menciond con antelacion, la PFC medial de las ratas consta de varias
subregiones citoarquitectonicamente distintas que, al menos en parte, también se
pueden diferenciar sobre la base de distintos patrones de conectividad aferente y
eferente con areas corticales y con estructuras subcorticales como el cuerpo
estriado, el tAlamo, la amigdala, el hipotalamo y varios nucleos del tronco encefalico
(Beckstead, 1979; Condé et al., 1995; Groenewegen y Uylings, 2000; Krettek y
Price, 1977a; Krettek y Price, 1977b; Ray y Price, 1992; Sesack et al., 1989; Uylings
y Van Eden, 1990; Van Eden et al., 1992). Aunque en la mayoria de estos estudios
los patrones de conectividad diferencial dentro de la PFC medial se han relacionado
con las diversas areas citoarquitectonicamente distintas (Beckstead, 1979), los
resultados de varios de los estudios de marcado indican que la distribucion de fibras
marcadas anterogradamente (Uylings y Van Eden, 1990) o neuronas marcadas
retrogradamente (Condé et al., 1990), no respeta los limites determinados
citoarquitectonicamente (Groenewegen et al., 1990; Uylings y Van Eden, 1990;
Uylings et al., 2003). Por lo tanto, tanto en la direccién dorsoventral como en la cara-
caudal, los aferentes o eferentes pueden mostrar patrones de distribucion que
atraviesan los limites citoarquitectonicos de esta region de la PFC (Uylings et al.,
2003). Dichas observaciones pueden indicar una diferenciacién funcional de la PFC
medial que, por un lado, une ciertas areas distintas citoarquitectbnicamente
(Groenewegen et al., 1990; Uylings y Van Eden, 1990) y, por otro lado, puede
"dividir" otras areas en subcampos funcionalmente diferentes (Uylings et al., 2003).
Una tendencia principal que se ha notado es que los patrones de conectividad de
areas citoarquitectonicamente localizadas dorsalmente comparten una serie de



similitudes (Groenewegen et al.,, 1990; Uylings y Van Eden, 1990) y que estos
patrones son considerablemente diferentes de los de las éareas prefrontales
mediales ubicadas ventralmente y que tienen una serie de caracteristicas en comun
(Berendse et al., 1992; Wright y Groenewengen, 1995).

Conexiones cortico-corticales en la corteza prefrontal

Parece haber interconexiones relativamente fuertes entre las éareas
citoarquitectonicas ubicadas dorsalmente en la PFC medial, mientras que las
interconexiones dorsoventrales son bastante limitadas. Ademas, las areas ubicadas
dorsalmente tienen conexiones mas fuertes con las cortezas sensoriales y motoras,
mientras que las areas prefrontales mediales, ubicadas ventralmente, tienen
relaciones mas fuertes con cortezas de asociacidon y las cortezas limbicas
(Heidbreder y Groenewegen, 2003).

Conexiones eferentes de la corteza prefrontal

Las proyecciones eferentes de la corteza infralimbica se dirigen rostral y
dorsalmente a las areas medial orbitaria y prelimbica y, en menor grado, a la corteza
cingulada anterior (Room et al.,, 1985). En una direccion lateral, las fibras
infralimbianas proporcionan una fuerte inervacién del area insular agranular
(Heidbreder y Groenewegen, 2003), principalmente su subdivision ventral
(Heidbreder y Groenewegen, 2003), y una inervacion moderadamente densa de la
corteza piriforme y el rea entorrinal (Heidbreder y Groenewegen, 2003). Existe una
menor proporcion de proyecciones infralimbicas que alcanzan la corteza perirrinal
(Hurley et al., 1991). Las proyecciones del area prelimbica tienen la tendencia a
alcanzar méas areas corticales dorsales en comparacién con las del area
infralimbiana (Room et al., 1985; Sesack et al., 1989). Dentro de la pared frontal
medial, hay diferentes partes de la corteza prelimbica que estan interconectadas a
traves de un fuerte sistema de asociacion intrinseca (Condé et al., 1995). Las fibras
prelimbicas también alcanzan la corteza infralimbica contralateral, el cingulo
anterior y, en menor grado, las areas premotoras FR2 y cinguladas caudales
(Risterucci et al., 2003). En las partes laterales del hemisferio, los objetivos
prelimbicos incluyen el area insular agranular mas prominentemente su subdivision
dorsal y las cortezas mas caudales alrededor del surco rinal (Repa et al, 2001), es
decir, las areas agranulares posteriores, perirrinales y entorrinales (Heidbreder y
Groenewegen, 2003). Una de las diferencias entre las areas prelimbianas dorsales



y ventrales es que solo la parte ventral de la corteza prelimbica proyecta
sustancialmente a la corteza piriforme (Datiche y Cattarelli, 1996). Las partes mas
localizadas dorsalmente del area prelimbica tienen ligeras proyecciones a las areas
sensoriomotoras en las regiones frontal y parietal (Sesack et al., 1989). Las
proyecciones mas sustanciales a las areas sensoriomotoras y visuales se originan
en el area cingulada anterior y, en particular, en el area frontal FR2 (Reep et al.,
1990; Sesack et al., 1989). El area cingulada anterior tiene sus proyecciones mas
fuertes hacia partes caudales del area cingulada y la corteza retroesplenial
(Ragozzino y Kesner, 1998; Ragozzino et al., 1998).

Conexiones aferentes a la corteza prefrontal

La distribucién de las aferentes corticales a la PFC medial cambia no solo a lo largo
de las coordenadas dorsoventrales sino también en una direccion rostrocaudal,
ignorando en cierta medida los limites entre los campos corticales
citoarquitectonicamente distintos (Condé et al., 1995; Van Eden et al., 1992). Por lo
tanto, la parte ventromedial de la PFC medial, que abarca las areas prelimbica,
infralimbica y ventral, recibe entradas corticales principalmente de las é&reas
insulares perirrinales y ventrales agranulares (Van Eden et al., 1992), asi como de
la corteza piriforme (Datiche y Cattarelli, 1996). Las partes dorsales del area
prelimbica, el area cingulada anterior y el area FR2 reciben proyecciones de las
cortezas visuales secundarias, agranulares posteriores y retrospleniales (Krettek y
Price, 1977a; Krettek y Price, 1977b). Las partes rostrales del cingulado anterior y
las areas FR2 parecen estar inervadas principalmente por la region motora
frontoparietal y somatosensorial (Mack KJ y Mack, 1992), asi como por las areas de
asociacion temporal y las areas insulares agranulares posteriores (Condé et al.,
1995; Reep et al.,, 1990; Van Eden et al.,, 1992). Como lo subrayan Conde y
colaboradores (Condé et al., 1995), los patrones de proyeccion corticocortical
especificos se adhieren solo hasta cierto punto a los diferentes campos
citoarquitectonicos dentro de la PFC, previamente descritos. Por lo tanto, los
patrones de proyeccién eferentes y aferentes de areas prefrontales ubicadas
dorsalmente, caracterizadas principalmente por asociaciones corticales
somatosensoriales (Condé et al., 1995; Sesack et al., 1989; Van Eden et al., 1992),
0 éareas prefrontales ubicadas mas ventralmente, estan predominantemente
caracterizadas por relaciones corticales con areas limbicas y asociativas (Condé et
al., 1995; Sesack et al., 1989; Van Eden et al., 1992). Ademas, los sistemas de



asociacion cortical dentro de la PFC medial estan predominantemente orientados
en una direccion horizontal (Condé et al., 1995).

Las conexiones de la PFC con el prosenceéfalo basal, las estructuras olfativas
y las areas limbicas.

Las proyecciones de la PFC medial a las regiones del prosencéfalo septal y basal,
incluyen los grupos de células colinérgicas en el nacleo septal medial (Heidbreder y
Groenewegen, 2003) y las extremidades vertical y horizontal de la banda diagonal
de Broca (Lamour et al., 1982). Estas aferencias provenientes de la PFC estan
organizadas topograficamente (Naefsey, 1990). Las regiones mas ventrales de la
PFC, incluidas las areas prelimbicas, infralimbicas y ventral, proyectan mas
densamente al septum y las areas mediales del prosencéfalo basal (Gaykema et
al., 1990). Por otra parte, las regiones dorsales del area prelimbica y el area
cingulada anterior proyectan mas lateralmente para alcanzar la extremidad
horizontal de la banda diagonal de Broca (Gaykema et al., 1990; Gaykema et al.,
1991; Sesack et al., 1989). Los grupos celulares no colinérgicos en el prosencéfalo
basal también son alcanzados por las fibras prefrontales mediales (Mazei et al.,
2002). Ademas, las partes ventrales de la PFC medial proyectan débilmente hacia
las partes laterales del nucleo del lecho del complejo de la estria terminal (Hurley et
al.,1991; Sesack et al., 1989). Las estructuras olfativas como el ndcleo olfatorio
anterior, la corteza piriforme y las capas superficiales del tubérculo olfatorio son
alcanzadas por aferencias provenientes de las partes infralimbicas y ventrales de
las areas prelimbicas y, en menor medida, de las regiones mas dorsales de la PFC
(Berendse et al.,, 1992; Datiche y Cattarelli, 1996). Por su parte, la extremidad
horizontal de la banda diagonal de Broca da lugar a proyecciones colinérgicas a la
PFC medial (Lehmann et al., 1980); en donde las regiones ventrales estan inervadas
por neuronas ubicadas medialmente, mientras que las regiones corticales mas
dorsales reciben entradas de neuronas progresivamente mas laterales en este
nacleo colinérgico (Saper, 1984). Aungue en su conjunto el complejo amigdaloide
estd conectado con toda la PFC medial, parece haber un claro predominio de las
interconexiones con las areas mas localizadas ventralmente (Priot et al., 1992; Ray
y Price, 1992). Las conexiones entre la PFC y el complejo amigdaloide son
reciprocas y mas extensas que las conexiones hipocampales-prefrontales (Jay y
Witter, 1991; Swanson, 1981). El area infralimbica proyecta fuertemente hacia los
nacleos amigdaloides centrales, mediales, accesorios, basales y corticales (Hurley
et al., 1991; McDonald, 1998). El area prelimbica ventral tiene un patron de
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distribucion muy similar de sus proyecciones al complejo amigdaloide, mientras que
las regiones mas dorsales del &rea prelimbica y el area cingulada anterior alcanzan
solo regiones restringidas de los nucleos basal y lateral y, en menor grado, el nacleo
central (Krettek y Price, 1977a; Van Eden et al., 1992). El area frontal Fr2 (o el area
precentral medial) envia fibras a partes ain mas restringidas de la amigdala,
involucrando principalmente al nucleo basal (McDonald, 1998; Sesack et al., 1989).
Las proyecciones amigdaloides a la PFC medial surgen predominantemente de las
partes caudales del complejo amigdaloide basal y, en menor grado, del nucleo
amigdaloide lateral y la corteza periamigdaloide (Krettek y Price, 1977b; McDonald,
1991). Las proyecciones del complejo amigdaloide basal a la PFC medial muestran
una disposicion topografica especifica (Cassell y Wright, 1986). Las partes caudales
del nucleo basal parvicelular proyectan principalmente a las capas profundas de las
areas prelimbicas, infralimbicas y ventrales (Krettek y Price, 1977b; Petrovic et al.,
1996). La parte caudal del nucleo basal accesorio proyecta hacia un area mas
grande de la pared frontal medial, que incluye, predominantemente, las areas
infralimbica y prelimbica y, en menor grado, las areas del cingulo anterior y el Fr2
(Krettek y Price, 1977b; Petrovic et al., 1996). Es importante tener en cuenta que
partes especificas del complejo amigdaloide basal proyectan a subareas en la PFC
medial y subregiones en el cuerpo estriado ventral que, a su vez, se asocian entre
si mediante proyecciones cortico estriatales prefrontales (McDonald, 1991; Wright y
Groenewegen, 1995). El hipocampo y la amigdala estdn predominantemente
conectados con las areas prefrontales mediales ubicadas mas ventralmente,
aunqgue partes especificas de la amigdala también alcanzan areas dorsales (Zahm
y Borg, 1992; Singewald et al., 2003). Las relaciones prefrontales con la formacion
del hipocampo (hipocampo propiamente dicho y subiculum) son préacticamente
unidireccionales: la PFC recibe entradas del hipocampo (Carr y Sesack, 1996;
Gabbott et al., 2002; Jay y Witter, 1991), pero se han descrito muy pocas fibras
prefrontales que alcanzan la formacion del hipocampo directamente (Hurley et al.,
1991; Sesack et al., 1989). La influencia prefrontal indirecta sobre el hipocampo se
lleva a cabo a través del area entorrinal (Hurley et al.,1991) o de estructuras
diencefalicas subcorticales (Swanson, 1981). Las proyecciones prefrontales del
hipocampo ventral, que se derivan predominantemente del subiculum y de CA1, se
distribuyen principalmente a las areas infralimbica y ventral prelimbica (Jay y Witter,
1991; Swanson, 1981). Las conexiones entre la PFC medial y la corteza
parahipocampal son bidireccionales (Delatour y Witter, 2002). La corteza perirrinal
proyecta predominantemente a las areas prelimbica, infralimbica y ventral



(Heidbreder y Groenewegen, 2003), mientras que el &rea entorrinal dorsolateral
alcanza toda la pared frontal medial (Delatour y Witter, 2002; Van Eden et al., 1992).
Las proyecciones prefrontales mediales a la corteza entorrinal (EC, por sus siglas
en inglés) se originan principalmente de la corteza infralimbica, mientras que las
proyecciones a la corteza perirrinal se originan, ademas, de areas ubicadas mas
dorsalmente (Hurley et al., 1991; Sesack et al., 1989).

Actividad espontanea de la corteza cerebral

El procesamiento, almacenamiento y recuperacion de la informacion por las redes
cerebrales requiere de la plasticidad sinaptica, asi como de la coordinacion temporal
precisay la sincronizacion de multiples conjuntos neuronales a través de la actividad
ritmica de los circuitos neuronales (Dragoi y Buzsaki, 2006; Pefa-Ortega, 2013;
Pefa-Ortega, 2017). La generacion de actividad ritmica poblacional es necesaria
tanto para la actividad coordinada de regiones cerebrales distantes, asi como de
elementos dentro de subredes de microcircuitos cerebrales especificos (Hasselmo
y Stern, 2014). La actividad oscilatoria puede definirse como un conjunto de
fluctuaciones periodicas en la actividad unicelular o en la actividad poblacional en
las redes neurales (Artieda et al., 2009; Buzsaki et al., 2012). Esta actividad
involucra al patrén de disparo ritmico de los potenciales de accién y a las
fluctuaciones de los potenciales postsindpticos resultantes de la interaccion
periodica entre las neuronas de una red neuronal local o de un area cortical (Artieda
et al., 2009). Es decir, las oscilaciones cerebrales pueden interpretarse como el
resultado de la interaccion dinamica y ritmica entre las propiedades intrinsecas y
sinapticas de las neuronas y las propiedades del circuito al que pertenecen (Buzsaki
y Draguhn, 2004). Ademas, la actividad oscilatoria depende también de la
coordinacién temporal de la actividad de las neuronas (sincronizacion) que, en
conjunto originan las fluctuaciones ritmicas en el potencial de campo (Buzsaki et al.,
2012). Convencionalmente, las oscilaciones se han clasificado en rangos de
frecuencia y se les designé una letra griega para su identificacion (Buzsaki, 2002).
A la actividad en el rango de frecuencias de 0.5 a 4 Hz se le denomina ritmo delta,
al de 4 a 8 Hz se denomina ritmo theta, al rango de 8 a 12 Hz se denomina ritmo
alfa, mientras que ritmo beta es el que ocurre en el rango de frecuencias de 12 a 30
Hz y el ritmo gamma se genera a las frecuencias mayores de 30 Hz (Buzsaki, 2002).
Actualmente, se ha planteado que estas oscilaciones constituyen un mecanismo
basico del funcionamiento del cerebro ya que proporcionan una ventana temporal
donde se reclutan de manera coherente multiples redes neuronales para la
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representacion, procesamiento, almacenaje y evocacion de la informacién (Traub et
al. 1999; Buzséaki y Draguhn, 2004; Artieda et al., 2009).

Una alteracion en los patrones de actividad poblacional en la corteza cerebral ha
sido relacionada con una variedad de condiciones patolégicas (Siok et al., 2006;
Pefa-Ortega, 2013; Pefia-Ortega, 2017; Pena-Ortega et al., 2012; Pefa-Ortega,
2019). Registros electroencefalograficos (EEG), que reflejan fundamentalmente la
actividad cortical, de pacientes con la AD han demostrado una disminucion en las
oscilaciones de frecuencia rapida y un aumento de las oscilaciones de frecuencia
lenta que se conoce como enlentecimiento del EEG (Balleza-Tapia et al., 2010).
Mas aun, se ha demostrado que la Af es capaz de generar un enlentecimiento en
el espectro de potencia de registros electrofisioldgicos del hipocampo in vivo (Pefia-
Ortega y Bernal-Pedraza, 2012). Otros trabajos han demostrado también que la AS
puede alterar la generacion de distintas oscilaciones hipocampales, como las
oscilaciones beta (Adaya-Villanueva et al., 2010), gamma (Driver et al., 2007; Pena-
Ortega et al., 2012), theta (Sun y Alkon, 2002; Colom et al., 2010; Villette et al.,
2010) y la actividad espontanea (Balleza-Tapia et al., 2010). De esta forma, la AB
puede provocar el deterioro cognoscitivo observado en los pacientes con la AD a
través de alterar la capacidad del hipocampo de generar y/o mantener las
oscilaciones (Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia-Ortega, 2013, Pefia-Ortega, 2019). A
pesar de todo lo anterior, todavia esta por determinarse cuéles son los efectos de
la AB en la PFC.

Via Hipocampo- Corteza Prefrontal

El hipocampo, la PFC y los circuitos neuronales con los que se encuentran
interconectados estan implicados en varios aspectos de los procesos cognitivos y
de memoria (Sigurdsson et al., 2000; Godsil et al., 2012). La via HPC-PFC se origina
en los campos CAl/subiculum del hipocampo e inerva las areas prelimbica/medial
de la PFC (PL/MO, por sus siglas en inglés; Parent et al., 2010). La via HPC-PFC
ejerce excitacion monosinaptica sobre las neuronas piramidales de la PFC (Thierry
et al., 2000), seguida de una inhibicién sinaptica mediada por el reclutamiento de
interneuronas GABAérgicas (Degenetais et al., 2003) y, en algunos casos, de una
excitacion tardia (Thierry et al., 2000). Es probable que esta excitacion tardia se
deba a la activacion de la red cortical local (Thierry et al., 2000). Alternativamente,
tanto las areas PL/MO como el subiculum/CA1l envian proyecciones al nucleo
accumbens (Zahm y Borg, 1992), una region del estriado ventral que esta
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particularmente relacionada a la PFC e implicada en el comportamiento dirigido a
objetivos (Zahm y Borg, 1992).

Caracteristicas anatdmicas de la via Hipocampo-Corteza Prefrontal

La mayoria de las conexiones de la PFC con estructuras corticales o subcorticales
son reciprocas (Berendse y Groenewegen, 1991; Groenewegen et al., 1996), con la
excepcion del cuerpo estriado y el hipocampo (Thierry et al., 2000, Sosa et al.,
2019). De hecho, la PFC no recibe aferentes del cuerpo estriado (McDonald, 1991;
Wright y Groenewegen, 1995) ni envia proyecciones directas al hipocampo (Parent
et al., 2010). Swanson (1981) demostro, por primera vez en la rata, una via directa
desde la region CA1 del hipocampo ventral al area infralimbica de la PFC. Ademas,
la inyeccion unilateral de aglutinina de trigo acoplada a peroxidasa de rdbano (WGA-
HRP por sus siglas inglés), en la PFC medial, en un sitio que no incluia el area
infralimbica, permiti6 la identificacion de células marcadas retrograda e
ipsilateralmente en el estrato piramidal del area CA1 y del subiculum tanto en la
parte dorsal, como ventral del hipocampo (Ferino et al.,, 1987). Sin embargo, la
mayoria de estas células marcadas se encontraron en partes ventrales del
hipocampo, mientras que su nimero disminuyé dramaticamente hace regiones mas
rostrales (Ferino et al., 1987). Asi, se encontré una completa ausencia de marca en
la parte mas septal de CALl y el subiculum, asi como en todo CA2, CA3 y el DG
(Ferino et al.,, 1987). Adicionalmente, las inyecciones discretas de colorantes
fluorescentes transportados retrogradamente (en diferentes areas de la PFC; Condé
et al.,, 1995), asi como el marcado anterdgrado después de la inyeccion de la
leucoagglutinina de Phaseolus vulgaris en el hipocampo, han revelado que la via
HPC-PFC se origina en CAl y el subiculum y que inerva una subregién de la PFC
que comprende las PL/MO (Jay y Witter, 1991; Condé et al., 1995). Mas
recientemente, también se describié una proyeccion discreta del CAl/subiculum a
la zona insular agranular de la PFC lateral, que envia colaterales a la PFC medial
(Verwer et al., 1997). Las fibras de proyeccion HPC-PFC primero ingresan al alveo
y se extienden dorsal y rostralmente a través de la fimbria/fornix (Jay y Witter, 1991).
Luego, estas fibras continlan en una direccion rostroventral a través del septum y
el nacleo accumbens (Jay y Witter, 1991), ingresan al area infralimbica de la PFC
(Jay y Witter, 1991) y, finalmente, alcanzan las areas PL/MO de la PFC (Figura 3;
Jay y Witter, 1991). Aunque las aferentes del hipocampo inervan toda la extension
rostro-caudal del area prelimbica (Thierry et al.,, 2000), se pueden observar
diferentes patrones de inervacion dentro de las porciones dorsal y ventral de esta

12



area prelimbica (Fig. 2). De hecho, las fibras varicosas y las arborizaciones
terminales estan presentes en las capas Il y VI de la porcion ventral de esta corteza,
mientras que la inervaciéon es menos densa en capas profundas (V y VI) de la
porcion dorsal del area prelimbica (Jay y Witter, 1991). En el area orbital medial, la
inervacion del hipocampo se distribuye en todas las capas, con una ligera
preferencia por las capas profundas a la capa Il (Thierry et al., 2000). El glutamato
es el neurotransmisor de la via HPC-PFC (Jay y Witter, 1991; Parent et al., 2010;
Godsil et al., 2012; Finlay et al., 2015). De hecho, se ha corroborado la presencia
de células marcadas retrogradamente en el area CA1y el subiculum del hipocampo
ventral después de la inyeccién de aspartato marcado en el area prelimbica de la
PFC (Jay et al.,, 1992). Cuando se marcé la via HPC-PFC por el transporte
anterogrado de WGA-HRP desde la formacion ventral del hipocampo o la
degeneracion anterdgrada después de una lesion de la fimbria (Carr y Sesack,
1996), se descubrid que las terminales nerviosas que se originan en las neuronas
del hipocampo forman sinapsis asimétricas casi exclusivamente en la PFC (Carr y
Sesack, 1996). Estos contactos sinapticos asimétricos se observaron
principalmente sobre las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la PFC
(Thierry et al., 2000).

Figura 2 Representacién esquematica de la via Hipocampo-Corteza Prefrontal. Esquema de una vista
sagital del encéfalo que destaca la trayectoria de las fibras aferentes del hipocampo (Flechas azules) que se
proyectan dorsalmente a las cortezas Prelimbica (PrL) e Infralimbica (IL) y, ventralmente, al Nucleo accumbens
(Nacc). Abreviaturas Dorsal (D); Posterior (P); Tenia Tecta Dorsal y ventral (DTT y VTT); Corteza Cigulada 1y
2 (Cgly Cg2); Hipocampo (HPC). Modificada de Parent et al., 2010.
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Caracteristicas electrofisioldgicas de la via Hipocampo-Corteza Prefrontal

Segun lo determinado por la latencia de los potenciales antidromicos evocados en
las neuronas CAl/subiculares después de la estimulacién de la PFC medial, el
tiempo de conduccion de la via HPC-PFC es de 15.6 £ 3.6 ms, lo que indica que
esta via conduce a una velocidad estimada relativamente lenta (0.6 m/segundo;
Ferino et al., 1987). Segun lo estimado por la prueba de doble estimulo, el periodo
refractario de estas fibras es 2.3 £ 0.4 ms (Ferino et al., 1987). Los registros
extracelulares unicelulares de neuronas de la PFC, acompafados de la
estimulacién eléctrica del hipocampo ventral, en la subregion CAl/subiculum han
sido utilizados para determinar la influencia de la formacion del hipocampo sobre la
PFC en ratas anestesiadas (Laroche et al., 1990; Jay et al., 1992; Mulder et al.,
1997). Con estos experimentos, se observo que la estimulacion de pulso Unico del
hipocampo ventral produce una respuesta excitadora en areas del PL/MO de la PFC
(Thierry et al., 2000), a menudo seguida de una inhibicion prolongada en el 42% de
las células registradas (Jay et al., 1992). Esta respuesta excitadora consistié en un
potencial de accién Unico con una latencia media de 18 ms (rango de 10 a 24 ms),
gue es compatible con el tiempo de conduccién de la via HPC-PFC (Laroche et al.,
1990). Ademas, la aplicacion del protocolo de pulsos pareados genera una
facilitaciéon del pulso pareado en la mitad de las células que respondieron (Laroche
et al., 1990). De hecho, la probabilidad de descarga en respuesta al segundo pulso
aument6é mientras el intervalo inter-estimulos fue de 40 a 200 ms (Thierry et al.,
2000). Todas las células prefrontales que responden a la estimulacién del
hipocampo podrian también activarse mediante la aplicacion iontoforética de los
agonistas selectivos de los receptores de glutamato den los subtipos AMPA y NMDA
(Jay et al.,, 1992), que son antagonizados selectivamente por CNQX y APV,
respectivamente (Jay et al., 1992). Asi, las respuestas excitadoras evocadas en las
neuronas de la PFC por estimulacion del hipocampo ventral con pulso Unico o
pulsos pareados fueron siempre antagonizadas por CNQX, pero solo
excepcionalmente por APV, lo que indica que estas respuestas se deben
principalmente a la activacion de los receptores AMPA (Jay et al., 1992). Los
registros intracelulares de células prefrontales en ratas anestesiadas permitieron
caracterizar los sinapticos provocados en la via HPC-PFC (Thierry et al., 2000). Con
estos registros se determind que la mayoria de las neuronas de la PFC (89%)
responden a la estimulacion de pulso unico del hipocampo con una secuencia
compleja de potenciales sinapticos excitadores e inhibidores (Thierry et al., 2000).
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Especificamente, la respuesta singptica de la via HPC-PFC consisti6 en un
potencial postsinaptico excitador (EPSP, por sus siglas en inglés) temprano, con
una latencia media de 17.4 £ 7.5 ms (Jay et al., 1992), seguido de una fase
prolongada de hiperpolarizacion de una duracion media de 266 + 139 ms (Jay et al.,
1992). El EPSP temprano evoco, en el 33% de los casos, un potencial de accion
(Jay et al.,, 1992). Este EPSP temprano parece ser monosinptico, ya que su
latencia no se modificé al aumentar la intensidad de la estimulacion del hipocampo
y es compatible con el tiempo de conduccion de la via HPC-PFC (Jay et al., 1992).
Ademas de este EPSP inicial, también se observé un segundo EPSP con una
latencia media de 34.2 £ 8.5 ms en el 35% de los casos (Jay et al., 1992). Este
EPSP tardio podria ser el resultado de la activacion de colaterales recurrentes de
neuronas piramidales dentro de la PFC que reciben una entrada excitadora directa
del hipocampo (Thierry et al., 2000). La hiperpolarizacion prolongada, previamente
mencionada, consistid en un potencial postsinaptico inhibidor (IPSP, por sus siglas
en inglés) que tiene un componente rapido y uno lento potencial postsinaptico
excitador (EPSP, por sus siglas en inglés; Jay et al., 1995). El IPSP réapido, es
probablemente debido a la activacion de interneuronas locales GABAérgicas de
manera directa por la via HPC-PFC. (Jay et al., 1995). El IPSP lento, es
probablemente debido a la activacion de interneuronas locales GABAérgicas por las
colaterales recurrentes de las mismas neuronas piramidales de la PFC o por la
activacion directa de estas interneuronas por la entrada hipocampal (Thierry et al.,
2000).

A pesar de lo descrito en el parrafo anterior, uno de los aspectos relevantes en la
funcién cortical que no han sido descritos para la PFC, y mucho menos para la via
HPC-PFC, es la integracion sinaptica dependiente de la frecuencia (Stone et al.,
2011), que es capaz de generar dinamicas complejas no lineales que implican que
la sumacion sinaptica no aumenta en funcion de la frecuencia, sino depende del
reclutamiento diferencial, dependiente de la frecuencia, de los componentes
excitadores e inhibidores (tanto mono- como poli-sinapticos; Stone et al., 2011). Lo
anterior es relevante para esta tesis pues se ha demostrado, como se vera mas
adelante, que la AB no sélo altera la transmision sinaptica cuando ésta se prueba
con estimulo unico (Kurudenkandy et al., 2014; Pourbadie et al., 2015; Wang et al.,
2013), sino que afecta la plasticidad sinaptica de corto plazo, como la que se induce
al aplicar estimulos pareados (Kurudenkandy et al., 2014; Pourbadie et al., 2015;
Wang et al., 2013), aunque falta por determinar su efecto en la integracion singptica
inducida por trenes de estimulacion a distintas frecuencias (Stone et al., 2011), una
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vez que se caracterice la dinAmica de integracion sinaptica-dependiente de la
frecuencia de estimulacion en la via HPC-PFC.

Como ya se mencion0, varias observaciones clinicas y experimentales indican que
tanto la PFC como el hipocampo estan implicados en varios procesos cognitivos
(Goldman-Rakic, 1994; Goldman-Rakic, 1995; Jay et al., 1992; Fuster, 1997; Pefa-
Ortega, 2019). La PFC esta involucrada en funciones cognitivas superiores, como
la memoria de trabajo, que se define como la capacidad de mantener y utilizar la
representacion mental para el comportamiento dirigido a objetivos en el corto plazo
(Fuster, 1997). Esta estructura también contribuye al ordenamiento temporal de
eventos espaciales y no espaciales y a la organizacion y planificacion de respuestas
(Fuster, 1997). Por su parte, el hipocampo esta implicado en la memoria declarativa,
en la codificacion del espacio y juega un papel crucial en la codificacion y formacién
de recuerdos (Goldman-Rakic, 1994, Goldman-Rakic, 1995). Segun Squire (1992),
la participacién de la formacion del hipocampo en el procesamiento mnemaonico es
solo temporal, mientras que los recuerdos multimodales a largo plazo se almacenan
en sitios no hipocampales, probablemente en areas neocorticales, a través del
proceso de consolidacion de la memoria. Debido a sus relaciones anatémicas y su
activacion durante las tareas de memoria de trabajo, la PFC y la formacion del
hipocampo estan funcionalmente asociadas (Goldman-Rakic, 1994, Goldman-
Rakic, 1995; Jay et al., 1992; Fuster, 1997). Ademas, a través de sus conexiones
reciprocas con las areas de asociacion parietales y temporales de la corteza
cerebral, la PFC puede servir como un enlace intermedio entre el hipocampo y estos
sitios neocorticales (Ming et al.,, 2015). Todas estas estructuras se encuentran
comprometidas tanto anatémica, como funcionalmente en la AD (Mattson, 2004),
misma que se origina en gran medida por la acumulacion patologica de la proteina
beta amiloide (Mattson, 2004). Lo que se revisara a continuacion.

La Proteina Beta Amiloide como promotora de la Enfermedad de Alzheimer

La demencia se define como un sindrome en donde la cognicion, la memoria, la
conducta y la habilidad de ejecutar actividades de la vida diaria se deterioran de
manera irreversible (Prince et al., 2015). La Enfermedad de Alzheimer (AD, por sus
siglas en inglés) es la forma mas comun de demencia (Alzheimer's Association,
2014; Prince et al., 2015) y, actualmente, no existe cura para la misma (Alzheimer
Association, 2014). La AD es un trastorno neurodegenerativo que actualmente
afecta a casi el 2% de la poblacion en los paises industrializados (Alzheimer's
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Association, 2014). El riesgo de AD aumenta draméticamente en personas mayores
de 70 afos y se predice que su incidencia AD se triplicara en los proximos 50 afios
(Alzheimer's Association, 2014). El diagnostico definitivo de la AD requiere un
examen post mortem del cerebro (Dickson, 1997; Braak H y Braak, 1998), con la
finalidad de identificar la presencia de un niumero suficiente de "placas seniles" y de
"ovillos neurofibrilares” como confirmacion histopatoldgica del diagndstico probable
de AD (Dickson, 1997). Los ovillos neurofibrilares son agregados fibrilares
intracelulares de la proteina asociada a microtubulos tau (Braak H y Braak, 1998),
misma que en este estado patoldgico exhibe hiperfosforilacion y modificaciones
oxidativas (Jin et al., 2011). Las placas seniles son depdsitos extracelulares de
fibrillas y agregados amorfos de la A (Teplow, 1998). Las placas seniles y los
ovillos neurofibrilares estan presentes, principalmente, en las regiones del cerebro
involucradas en el aprendizaje y la memoria y en los comportamientos emocionales
(Lesné et al., 2006), como la corteza entorrinal (Mattson, 2014), el hipocampo (West
et al., 1994), la PFC (Ming et al., 2015), el prosencéfalo basal (Mattson, 2014) y la
amigdala (Mucke, 2009). Las regiones del cerebro con placas seniles exhiben
tipicamente un namero reducido de sinapsis (Snyder et al., 2005), y las neuritas
asociadas con las placas seniles a menudo estan dafadas (distréficas; Mattson,
2014), lo que sugiere que la AB dafa las sinapsis y las neuritas (Mattson, 2014).
Las neuronas que emplean glutamato o acetilcolina como neurotransmisores
parecen ser las mas afectadas en presencia de la Ag (Mattson, 1997), pero las
neuronas que producen serotonina y noradrenalina también estan dafiadas tanto en
la AD (Mattson, 2014), como en presencia la Ag (Mattson, 2014). Interesantemente,
de manera fisioldgica la Ag esta involucrada en la modulacion de la probabilidad de
liberacién de neurotransmisores (Abramov et al., 2009), la transmisién sinaptica
(Cirrito et al., 2005).

Se propone gue uno los eventos mas relevantes para la aparicion de la AD es el
procesamiento proteolitico alterado de la proteina precursora amiloide (APP, por
sus siglas en inglés; Selkoe, 1993; Hardy, 1997; Sherrington et al., 1995) que resulta
en la produccion y agregacion de formas neurotoxicas de la Af (Selkoe, 1993;
Hardy, 1997; Sherrington et al., 1995). De hecho, las neuronas que degeneran en
la AD presentan un dafio oxidativo (Butterfield et al., 2001), un metabolismo
energético alterado (Gabuzda et al., 1994) y una homeostasis de calcio celular
perturbada (LaFerla, 2002), lo que parece ser inducido por las acciones
neurotoxicas de la AB (LaFerla, 2002). Varios factores genéticos y ambientales
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pueden incrementar el riesgo para la aparicion de la AD (Dickson, 1997). La
comprension de estos factores de riesgo y como desencadenan y/o modifican la
cascada patoldgica inducida por la Ag (Braak H y Braak, 1998), conducira al
desarrollo de intervenciones terapéuticas para la prevencién y el tratamiento de la
AD (Gabuzda et al., 1994; Mattson y Chan, 2003), que incluiran desde cambios en
la dieta y el estilo de vida (Mattson y Chan, 2003), hasta vacunas y medicamentos
(Mattson y Chan, 2003).

Produccién y liberacidn de la proteina beta amiloide

Como ya se menciong, el procesamiento proteolitico alterado de la APP es un factor
fundamental para la disfuncion y la muerte de las neuronas en la AD (Yu et al.,
1998), a través de una mayor produccion y acumulacién en el cerebro de formas
neurotoxicas de la AB (Yu et al., 1998). La "hipotesis amiloide” de la AD indica que
la AB es el factor principal para la induccion y progresion de esta enfermedad
(Selkoe, 2011; Haass y Selkoe, 2007; Hardy y Selkoe, 2007; Hardy, 1997).
Coincidentemente, todos los casos de AD de origen genético familiar se asocia con
mutaciones en genes (p.e. APP, PS1 y PS2) que favorecen la sobreproduccion de
la forma larga de 42 aminoacidos de la AB (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et
al., 1995). La expresion de estos genes mutados en células cultivadas y en ratones
transgénicos también lleva a la sobreproducciéon de la forma larga de 42
aminoacidos de la AB y a la induccion de alteraciones celulares de diverso tipo, asi
como de deterioro cognitivo (Scheuner et al., 1996; Pefia-Ortega, 2019). Se han
identificado tres actividades enzimaticas diferentes que determinan la produccién
de la AB (Scheuner et al., 1996). La produccion de la AB requiere de la protedlisis
secuencial de la APP por la B-secretasa (BACE, por sus siglas en inglés John et al.,
2003), que libera el extremo N-terminal de la Ag (John et al., 2003), y por la y-
secretasa (de la que forman parte las proteinas PS1 y PS2) que libera el extremo
C-terminal de la Ag (John et al., 2003). Alternativamente, una enzima llamada a-
secretasa escinde la APP dentro de la secuencia de la AB, lo que impide la
produccion de la misma (Scheuner et al., 1996). Las mutaciones en la APP que
causan AD familiar resultan en uno o dos cambios de aminoacidos dentro o
inmediatamente adyacentes a la AB gque mejoran su escision por la BACE y la y-
secretasa (Hardy, 1997), mientras que las mutaciones de presenilina alteran la
actividad de la y-secretasa (Hardy, 1997). En los casos de esporadicos (no-
genéticos) de la AD se desconocen las causas del metabolismo de alterado la APP
y la deposicion de la AB (Lazarov et al., 2002), pero se sugiere que éstas pueden
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incluir alteraciones en el estrés oxidativo (Mattson et al., 1997), en el metabolismo
energético (Gabuzda et al., 1994; Mattson y Chan, 2003) y en la homeostasis iGnica
(LaFerla, 2002). Otro factor que favorece los casos esporadicos de la AD es la
presencia de enfermedades cardiovasculares, la hipertension, los niveles de
colesterol altos, la obesidad, el infarto del miocardio y la diabetes, que pueden
aumentar las probabilidades de padecer AD hasta en un 34% (de Toledo Ferraz
Alves et al. 2010; Holscher, 2011).

Ademas de las evidencias histopatolégicas y genéticas que respaldan el papel
central de las alteraciones del metabolismo de la APP y de la acumulacion de la AS
en la patogénesis de la AD (Mattson, 2014); los hallazgos experimentales, en
cultivos celulares y en modelos animales han, relacionado las alteraciones del
metabolismo de la APP y la acumulacion de la AB con la disfuncion sinaptica y la
muerte de células nerviosas en la AD (Dickson, 1997). El aumento de la deposicidon
de la AB, que ocurre en la AD, probablemente contribuye a la muerte de las
neuronas porque la A puede ser directamente tdxica para las neuronas y también
aumenta su vulnerabilidad al estrés oxidativo y metabdlico, asi como a la
excitotoxicidad (Mattson, 1997).

Si bien, diversos trabajos se han enfocado en determinar la densidad de las placas
seniles en el tejido cerebral de los pacientes con la AD, la muerte neuronal asociada
a estas lesiones y su relacién con el deterioro cognoscitivo observado en pacientes
con la enfermedad (Deshpande et al., 2006); actualmente se sabe que la densidad
de placas, asi como la muerte neuronal asociada, no correlaciona con el nivel de
demencia, sobre todo en las etapas tempranas de la AD (Lue et al., 1999). Mas aln,
se ha demostrado la presencia de placas amiloideas en individuos completamente
sanos (Naslund et al., 2000). Estudios posteriores demostraron que la
concentracion de agregados pequefios y solubles de la AB (oligbmeros) si
correlaciona con los niveles de demencia en los pacientes con la AD y que parecen
ser éstos los responsables del deterioro cognoscitivo en las etapas tempranas de la
enfermedad (Lue et al., 1999; Naslund et al., 2000; Walsh et al., 2002; Gong et al.,
2003; Selkoe, 2003).

Alteraciones sinapticas y en las redes neuronales producidas por la proteina
beta amiloide
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Las evidencias actuales indican que los agregados solubles oligoméricos de la AB
son capaces de alterar la funcionalidad de las redes neuronales a nivel de la
excitabilidad neuronal (Wang et al., 2009; Hazra et al., 2013), la transmisién
sinptica (Giacchino et al., 2000; Brown et al., 2005a; Nimmrich et al., 2008) la
plasticidad sinaptica (Rowan et al., 2004; Nomura et al., 2005) y las oscilaciones o
ritmos cerebrales (Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia-Ortega, 2019). Por lo tanto, de
acuerdo con la evidencia mencionada, se ha propuesto que la A en estado soluble
(oligomérico) estaria provocando el deterioro cognoscitivo observado en los
pacientes con la AD en etapas tempranas a través de la alteracion, a nivel funcional,
de las redes neuronales mas que a un mecanismo relacionado con la muerte celular
(Pena-Ortega, 2013; Pefia-Ortega, 2019).

La hipotesis de que una alteracidn en las oscilaciones cerebrales puede ser la base
del deterioro cognoscitivo en la AD se ve apoyada en observaciones directas en
pacientes con AD en los que se ha reportado un "enlentecimiento” en registros
cerebrales medidos a travées de EEG y MEG (Kowalski et al., 2001). Dicho
enlentecimiento correlaciona, ademas, con el nivel de la demencia en etapas
tempranas de la AD (Kowalski et al., 2001), y también esta reportado en modelos
animales de la AD (Wang et al., 2002; Pefia-Ortega, 2013; Pefia-Ortega, 2019).

Diversos estudios que han demostrado que la AS es capaz de alterar las
oscilaciones poblacionales, principalmente, en el hipocampo (Pefa-Ortega, 2013;
Pefia-Ortega, 2019). Por ejemplo, se ha reportado que la inyeccion
intracerebroventricular de la A produce deterioro cognoscitivo que correlaciona con
una reduccién en la generacion del ritmo theta en el hipocampo ex vivo (Suny Alkon,
2002). La microinyeccion de la Ag en el septum medial también es capaz de inducir
una disminucion del 49% de la potencia del ritmo theta del hipocampo (Colom et al.,
2010). Este efecto sobre el ritmo theta hipocampal se debe a que la microinyeccion
de la AB provoca una disminucion de la actividad de las neuronas colinérgicas del
septum medial que inervan el hipocampo y son importantes para la generacién del
ritmo theta (Lee et al., 1994; Bland et al., 1999). Datos publicados del laboratorio
demostraron que la inyeccion intracisternal de la AS es capaz de alterar la evocaciéon
del ritmo theta a través de un estimulo sensorial (Pefia-Ortega y Bernal-Pedraza,
2012). Es importante mencionar que la microinyeccion de la AS provoca un aumento
de las frecuencias lentas en el registro electrofisioldgico de la actividad hipocampal
in vivo que se manifiesta como un desplazamiento hacia la izquierda en el espectro
de potencia (Pefa-Ortega y Bernal-Pedraza, 2012), de manera muy similar a lo
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observado en el EEG de los pacientes con la AD (Babiloni et al., 2006; Ponomareva
et al.,, 2008). Mas aun, Villete y colaboradores (2010) demostraron que la
microinyeccion de la Ap directamente en el hipocampo es capaz de crear una
disminucion en la potencia y la frecuencia del ritmo theta asociado a una prueba de
reconocimiento visuoespacial en ratas (Villette et al., 2010). Estas alteraciones
inducidas por la A estan asociadas con una diminucion en la tasa de disparo de
las neuronas GABAérgicas que se encuentran en el septum medial y que son
responsables de la propagacion del ritmo theta al hipocampo (Villette et al., 2010).
Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que la induccion del ritmo gamma
con la aplicacion de kainato se inhibe en rebanadas de hipocampo de ratones que
sobreexpresan una mutante de la APP (Driver et al.,, 2007). De hecho, se ha
demostrado que la aplicacion aguda de la Ag inhibe el ritmo theta (Gutiérrez-Lerma
et al.,, 2013) y el ritmo gamma (Pena-Ortega et al., 2012) en rebanadas que
contienen al hipocampo (Pena-Ortega et al., 2012). Finalmente, se ha reportado que
la aplicacion de la AB es capaz de disminuir también las oscilaciones de tipo beta
en rebanadas de hipocampo (Adaya-Villanueva et al., 2010).

A pesar de que la evidencia en la alteracion de la funcionalidad de las redes
neuronales en la AD esta ampliamente documentada (Gomez et al., 2009), a la
fecha, los mecanismos responsables de las alteraciones sobre la funcion y la
dinamica de las redes neuronales producida por la AB aln no esta bien descrita
(Gomez et al., 2009). Una de las estrategias que se ha utilizado para poder estudiar
de forma sistemética el desarrollo y progresion de la AD, asi como el papel
fisiopatoldgico de la AB en este proceso, es el uso de modelos animales en los que
se eleva el contenido cerebral de la Ag (Gomez et al., 2009). Por ejemplo, Brown y
colaboradores (2005b) estudiaron la transmision sinaptica en rebanadas de
hipocampo de los ratones transgénicos TAS10. Estos ratones sobreexpresan la
APP humana con una mutacién denominada sueca (hAPPswe). En este estudio se
encontr6 una disminucion en la relacion entrada-salida de las sinapsis
glutamatérgicas de las colaterales de Schaffer en los ratones TAS10. Utilizando
imagenes de calcio en rebanadas de septum medial, se ha observado que la
aplicaciéon de la Ap altera la actividad de tres poblaciones distintas de neuronas
(Ledo et al., 2012). En la poblacion de neuronas glutamatérgicas la AS incrementa
la frecuencia de los disparos de potenciales de accién y, ademas, bloquea las
corrientes de potasio tipo A y M. Por otro lado, se encontrd que aplicacién de la AB
provoca la disminucion en la coherencia del disparo de las neuronas GABAérgicas
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y colinérgicas, con la pérdida en la ritmicidad de la frecuencia theta (Le&o et al.,
2012).

Se ha propuesto que el mecanismo por el cual la Ag afecta la actividad oscilatoria
y, €n consecuencia, la formacién de la memoria es a través de la modulacion de la
excitabilidad celular y de la transmision sinaptica (Salgado-Puga y Pefia-Ortega,
2015). En este sentido, la A puede modular la excitabilidad celular a través de la
modulacién de la actividad de diversos canales iénicos (p.e. canales de Ca?*y de
K*) y de varios receptores de membrana (p.e. el receptor nicotinico a7; Pefia et al.,
2006; Salgado-Puga y Pena-Ortega, 2015). Ademds, la AB puede inducir la
activacion de cinasas asociadas a la modulacion de canales idnicos que modulan la
transmision sinaptica como la cinasa de serinas/treoninas glucdégeno sintasa cinasa-
3 beta (GSK-3, por sus siglas en inglés; Zhu et al., 2010; Wildburger y Leazza,
2012). El otro efecto mas comdn de la AB es una reduccion de la transmision
sinaptica que tiene un efecto tanto presinaptico (Balleza-Tapia et al., 2010; Cuevas
et al., 2011; Pefa et al., 2010; Ting et al., 2007), como postsinaptico (Dinamarca et
al., 2012; Ting et al., 2007). En resumen, los mecanismos celulares implicados en
la alteracion de la actividad de las redes neuronales inducida por la A comprenden
cambios en la transmision sinaptica (Balleza-Tapia et al., 2010; Mura et al., 2012;
Pefa et al., 2010) y en la propiedades neuronales intrinsecas (Hou et al., 2009;
Mondragon-Rodriguez et al., 2018; Pefia et al., 2010; Shankar y Walsh, 2009; Ye et
al., 2003), que implican acciones directas de la Af en los canales i6nicos (Balleza-
Tapia et al., 2018; Hou et al., 2009; Shankar y Walsh, 2009; Ye et al., 2003) y/o su
modulacion a través de la activacion de las vias de transduccion intracelular
(Wildburger y Laezza, 2012; Zhu et al., 2010). Esta por determinarse, si esto ocurre
en la CPF y en la via directa que esta corteza recibe del hipocampo.

Planteamiento del problema

La via HPC-PFC juega un papel esencial en las funciones cognitivas como las
memorias a corto y largo plazos, la atencion y la toma de decisiones (Kovner et al.,
2019), las cuales son afectadas por diversas enfermedades neuroldgicas y
diferentes desérdenes psiquiatricos como la esquizofrenia (Godsil et al., 2013),
depresion, ansiedad (Padilla-Coreano et al., 2016) y la AD (Sampath et al., 2017).
La AD es untipo de demencia que causa problemas con la memoria, el pensamiento
y el comportamiento. A nivel mundial, la OMS reporté en el 2021 que mas de 55
millones de personas viven con esta enfermedad y se calcula que la cifra aumentara
a 78 millones para el 2030 y a 139 millones para el 2050 (OMS, 2021). Si bien se
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ha demostrado que la AB es una de las marcas histopatoldgicas de la AD y es la
causante del mal funcionamiento de HPC (Pefia-Ortega, 2013; Pefa-Ortega, 2019)
y de la PFC (Eslamizade et al., 2012; Torres-Flores y Pefia-Ortega, 2022), alterando
la funcionalidad de las redes neuronales a nivel de la excitabilidad neuronal (Wang
et al.,, 2009; Hazra et al., 2013), la transmision sinaptica (Giacchino et al., 2000;
Brown et al., 2005a; Nimmrich et al., 2008), la plasticidad sinaptica (Rowan et al.,
2004; Nomura et al., 2005) y las oscilaciones o ritmos cerebrales (Kowalski et al.,
2001; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia-Ortega, 2019). Sin embargo, no queda claro
el efecto de la AB sobre la integracion sinaptica, la actividad poblacional y la
plasticidad en la via HPC-PFC. Es importante estudiar los efectos de la Af sobre la
transmision sinaptica y la dinamica de la red de la CPF para entender mejor la
fisiopatologia de la AD.

Hipotesis
e La proteina beta amiloide inhibira la actividad espontanea poblacional de la
corteza prefrontal.

e La corteza prefrontal integrara diferencialmente la entrada sinaptica
proveniente del hipocampo, dependiendo de la frecuencia de estimulacion.

e La proteina beta amiloide inhibira la entrada sinaptica a la corteza prefrontal
proveniente del hipocampo.

Objetivos
OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar la actividad poblacional y la integracion sinaptica en la via
hipocampo-CPF in vitro, asi como el efecto de la proteina beta amiloide sobre
las mismas.

OBIJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar la actividad espontanea poblacional en la CPF y los efectos de
la AB sobre la misma.
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e Determinar la dinamica de la integracion sinaptica en la CPF de entradas
provenientes del hipocampo estimuladas a diferentes frecuencias, tanto a
nivel poblacional, como en los distintos tipos neuronales que componen a la
CPF (neuronas piramidales e interneuronas)

e Evaluar el efecto de la Ag tanto en la integracion sinaptica en la CPF como
en el reclutamiento de los diferentes tipos neuronales durante la estimulacion
de entradas provenientes del hipocampo estimuladas a diferentes
frecuencias.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratas macho de 8-12 semanas de edad de la cepa Wistar para los
experimentos de electrofisiologia. Para los experimentos de imagenes de calcio
funcionales se ocuparon ratas macho de 15 dias de edad de la misma cepa. El
manejo de los animales y los protocolos experimentales fueron aprobados por el
comité de bioética del Instituto de Neurobiologia, siguiendo las regulaciones
establecidas por la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de Animales de
laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

Oligomerizacién de la proteina beta amiloide.

Las proteinas AB142 y AB42-1 se obtuvieron de Bachem (Heidelberg, Germany) o
American Peptide Company (California, USA). La oligomerizacion se realiz0, para
ambas proteinas, como describe Lambert (Lambert et al., 1998). Brevemente, se
agrego 1,1,1,3,3,-hexanofluoro-2-propanol 4 (HFIP; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.)
frio, a las proteinas AB1-42 0 AB 42-1 para solubilizarlas y obtener una concentracion
final de 1mM. La mezcla se incub6 durante 60 min a temperatura ambiente,
manteniendo el vial cerrado. Posteriormente, se realizaron alicuotas de 0.45mg de
la AB a las cuales se les evaporo6 el HFIP durante 16-18h a temperatura ambiente.
Cada una de las alicuotas de la Ag se disolvio en DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA.) para obtener una concentracion de 5mM vy, posteriormente, se diluyé en
medio F12 sin rojo fenol hasta obtener una concentraciéon final de 100 uM. Esta
solucion de la AB se incubd durante 24h a 5°C y, pasado el tiempo de incubacion,
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se centrifug6 en frio (5°C) a 14000 rpm durante 15 min. Se recupero el sobrenadante
con los oligbmeros de la AB para ser utilizado en los experimentos.

Obtencidon de rebanadas de Corteza Prefrontal medial

Cortes coronales que contienen a la PFC medial (PFCm, por sus siglas en inglés)
se obtuvieron de las ratas macho Wistar anteriormente descritas. Los animales se
anestesiaron con una dosis letal de pentobarbital sédico y se perfundieron
transcardialmente con liquido cefalorraquideo artificial modificado (LCRAM) con un
pH de 7.4 a una temperatura de 2-4°C. EI LCRAmM contiene (en mM): 238 sacarosa,
3 KCl, 2.5 MgClz, 25 NaHCO3 y 30 D-glucosa (todos los reactivos fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), gaseado con un burbujeo constante de
carbogeno (Grupo INFRA, Edo de México, México; 95% O2 and 5% COy3). Finalizada
la perfusién, los animales se decapitaron, los cerebros se removieron y se disecaron
en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) a una temperatura de 2-4°C. El LCRA
contiene (en mM): 119 NacCl, 3 KCI, 1.5 MgClz, 25 NaHCO3 and 30 D-glucosa (todos
los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), gaseado con un
burbujeo constante de carbdégeno (Grupo INFRA, Edo de México, México; 95% O:
and 5% COz2). El cerebelo se removié y ambos hemisferios se montaron en un
bloque de agar con una inclinacion de 10-12° (Parent et al., 2010). Se cortaron
rebanadas coronales (con la inclinacion mencionada) de 400 um de grosor con un
vibrdtomo (Vibratome 1000 Plus Sectioning Systems, Warner Instruments,
Connecticut, USA) que contenian las regiones prelimbica (PrL) e infralimbica (IL) de
la CPFm, asi como las fibras provenientes del hipocampo (Parent et al., 2010; Fig.
4A). Las rebanadas para los registros de campo se colocaron en una cadmara de
recuperacion con LCRA a temperatura ambiente y con burbujeo constante de
carbogeno durante 1 h. Las rebanadas para los registros de imagenes funcionales
de calcio se sometieron a un proceso de cargado antes de colocarlas en la cAmara
de recuperacion (descrito mas adelante).

Registros electrofisiolégicos de la actividad sinaptica en la CPFm inducida por la
estimulacion de la entrada hipocampal in vitro.

Para los registros poblacionales extracelulares, las rebanadas fueron transferidas a
una camara de registro perfundida con LCRA normal a una temperatura de 30°-
32°C y una velocidad de perfusion de 17 a 20 mL/min. El pH (7.4) y la oxigenacion
se mantuvo constante por gaseo con carbdgeno. Los registros se llevaron a cabo
en la capa VI de la region PrL de la CPFm (Fig. 3B). Para ello, se utilizaron
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electrodos de borosilicato (150FT, Warner Instruments, Connecticut, USA), con una
resistencia de 0.4 a 0.6 MQ, llenados con LCRA, los cuales se colocaron sobre la
capa VI de la region PrL con ayuda de un microscopio estereoscopico y un micro
manipulador (Fig. 4B). Los axones de la entrada hipocampal contenidos en la
rebanada se estimularon eléctricamente con un microelectrodo bipolar concéntrico
(25um de didmetro; FHC Inc., Bowdoin ME, USA) (Fig. 3B). La actividad sinptica
se evoco con trenes de 5 pulsos cuadrados de magnitud y frecuencia variable (100
us de duracion; con una frecuencia de 5, 10, 20 y 50 Hz). Las respuestas sinapticas
fueron amplificadas vy filtradas (pasa-altas 2.5 Hz; pasa-bajas 1.5 KHz) utilizando un
amplificador AC de banda ancha (Grass Instruments, Quincy, MA, USA). La
actividad sinaptica evocada de la CPFm se registro inicialmente en condiciones
control. Terminado el registro control se agregaron oligdbmeros de la A a una
concentracion final de 30 nM y, después de 30 minutos, se aplicé el mismo protocolo
de estimulacion. Finalmente, se agregaron los siguientes farmacos de manera
secuencial (todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St. Louis, USA):
a) 10 uM de APV y 10 pM de CNQX, b) 1 mM de CdClz y, finalmente, c) 1 mM de
lidocaina, con la finalidad de conocer la naturaleza glutamatérgica, sinaptica y
neuronal de los componentes del registro, respectivamente (Balleza-Tapia et al.,
2010). Después de 10-15 min de la aplicacién de cada una de estas condiciones
farmacoldgicas se aplicd el mismo protocolo de estimulacion.

Imagenes de calcio funcionales.

Una vez obtenidas las rebanadas coronales que contienen la CPFm y la entrada
hipocampal, se colocaron en una solucién de LCRA modificado con manitol 1200 mM
a temperatura ambiente. A las rebanadas se les adicion6 la mezcla de carga que
contiene 20 pL Fluo 8 AM (1 pg/uL; AAT Bioquest, California, USA.), disuelto en
DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 5 uL de &cido plurénico al 20% en DMSO
(Thermo Fisher, Massachusetts, USA) y 5 uL de Creméforo (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). El tejido se dejo incubar durante 2 h en ausencia de luz.
Posteriormente, las rebanadas se traspasaron a una camara de recuperacion con
LCRA normal donde se les dej6 recuperar por al menos 2 h.

Para medir la epifluorescencia del tejido cargado con Fluo-8 se utilizé un
microscopio Eclipse E600FN (Nikon, Melville, NY), adicionado con una camara tipo
CCD Cool Snap ES (Photometrics) y alimentado con luz proveniente de una lampara
de Xenon (Sutter Instrument Company) y filtrada con espejo dicroico (Nikon,
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Melville, NY). La excitacion del fluoréforo fue controlada con un disparador Lambda
10B/Smart Shutter (Sutter Instrument Company). El disparador se conecté a una
computadora personal que controlo y tomé las imagenes con el programa RS Image
(Roper Scientific). Se tomaron videos de epifluorescencia con una duracion de 3
minutos, tomando 4 cuadros por segundo, en a) condiciones control, b) 1h posterior
a la aplicacion de la Ag 30 nM y b) 30 min después de la aplicacién de APV 20 uM
y CNQX 20 uM. Los videos se guardaron con una resolucién de 16 bits, para su
posterior analisis.

Analisis de datos

Registros de campo

Los registros se digitalizaron a 3-4 KHz y se guardaron en una computadora
personal con un sistema de adquisicion de National Instuments (AxoTape 2.0.2 pre-
9.0; Austin TX, USA.). Posteriormente, los registros obtenidos de cada experimento
fueron analizados “Off-line” en una computadora personal. Para analizar los
registros de la actividad sinaptica poblacional evocada, se utilizé el programa
Clampfit (Versién 9.2.09, Axon Instruments, California, USA.). La amplitud del
sinaptico poblacional evocado se midid desde el inicio del artefacto de estimulacion
hasta la amplitud méaxima del sindptico evocado. Para analizar los registros
poblacionales se llevo a cabo un andlisis de potencia espectral mediante el uso de
la Transformada Rapida de Fourier. Para ello se tomaron 5 segmentos de 5
segundos cada uno, espaciados 40 segundos entre cada toma. Los datos se
analizaron con una ventana Hamming en el programa Clampfit (Molecular Devices).
El espectro de potencia de 1 a 120 Hz resultante fue integrado y graficado para
cuantificar la potencia total del registro.

Imagenes de calcio funcionales

Procesamiento de Imégenes

Los videos de fluorescencia se procesaron con el programa Image J para,
inicialmente, quitar el ruido de fondo. Posteriormente, se utilizé un programa escrito
en LabView (Pérez-Ortega et al., 2016), para procesar las secuencias de imagenes
y obtener los cambios en las sefiales de fluorescencia, originadas por las células
(Carrillo-Reid et al., 2008; Carrillo-Reid et al.,, 2009). Las células activas se
identificaron de manera semiautomatica (Carrillo-Reid et al., 2008; Carrillo-Reid et
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al., 2009). A cada célula se le asign6 una coordenada en dos dimensiones y los
transitorios de calcio se midieron en funcion del tiempo. Los transitorios de calcio se

Fi—Fy

cuantificaron con la siguiente formula donde Firepresenta la intensidad de

0
fluorescencia en cualquier instante de tiempo y Fo denota la fluorescencia basal de
cada célula (Miller et al., 2014). La primera derivada de los transitorios de calcio fue
usada como correlato de la actividad eléctrica de las células, colocando un umbral
a 2.5 veces la desviacion estandar del ruido para identificar cambios en la
fluorescencia significativos (Carrillo-Reid et al., 2008; Pefia et al., 2010; Carrillo-Reid
et al., 2015; Pérez-Ortega et al., 2016).

A patrtir de los transitorios de calcio significativos se construyeron matrices binarias
C x F, donde cada renglon (C) representa las células activas y cada columna (F)
denota cada cuadro del video (rasters plots). Los registros se inspeccionaron
manualmente para remover artefactos y los transitorios de calcio lentos, pues éstos
corresponden a actividad de células gliales (Ikegaya et al., 2004; Sasaki et al., 2007;
Carrillo-Reid et al., 2008; Pefia et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016).

Analisis de correlacion cruzada

Para el andlisis de relaciones funcionales entre las células, se realiz6 una
correlacion cruzada entre todos los pares de neuronas presentes en todos los
ensambles (Carrillo-Reid et al., 2008; Carrillo-Reid et al., 2015). utilizando la funcion
crosscorr de Matlab (Nieto-Posadas et al., 2014). Asumimos que dos células
tuvieron una relacioén funcional si presentan valores altos de correlacion cruzada en
un tiempo cero de retraso (Ikegaya et al., 2004; Sasaki et al., 2007; Carrillo-Reid et
al., 2008; Pefia et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016),

Métricas de la Teoria de grafos

La teoria de grafos es una construccion matematica que permite estudiar las
relaciones de la actividad y topologia de una red, ademas de detectar
anormalidades de conectividad (Rubinov y Sporns, 2010). El primer paso del
analisis es la construccion de un grafico a partir de las matrices de correlaciéon
(Nieto-Posadas et al.,, 2014). Los graficos se pueden definir tomando a cada
neurona con actividad como nodo (n) y a la poblacion de neuronas activas como
“N”. Las conexiones presentes entre dos nodos se definieron como “I” y al total de
conexiones en la red se defini6 como “L”. Por lo tanto (i,j) representa la conexion
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entre el nodo i y el nodo |, (i,j € N). Entonces una conexiéon entre los nodos i y el
nodo j se representa como aj donde aj=1 si la conexion existe y en el caso contrario
aij=0, esto produjo un grafico no ponderado (binario), no dirigido, representado como
una matriz de adyacencia. Como ya se menciond, para este conjunto de datos,
utilizamos la correlacion cruzada para estimar la conectividad. Se utilizaron métodos
de graficos binarios, ya que son computacionalmente sencillos (Rubinov y Sporns,
2010) y proporcionan una interpretacion mas simple (Kaiser, 2011). Los graficos se
construyeron a partir de la matriz de correlacion de cada rebanada. Del grafico se

calculd el numero de conexiones con la siguiente formula: [ = Zi,jEN a;j

(Rubinov y Sporns, 2010). Para evitar ambigtiedades en la direccion de la conexion,
se contd dos veces cada conexion una como aijj y otra como aji. El grado de conexion
de un nodo i, representa el nimero total de conexiones que tiene un nodo y se

calcul6 con la siguiente formula: k; = ZjeN a;j. El camino mas corto entre dos

nodos (Distancia) se calculé con la siguiente férmula: dl-j =), Ay
Ayy€Giej

donde g  es el camino mas corto entre los nodos iy j, considerando como dij=¢
o]

si ambos nodos estdn desconectados (Rubinov y Sporns, 2010). La distancia

- 7 . H z 1
caracteristica de la red se calculé con la siguiente formula: L = ;ZieN L; =

1 Ljen j=i 4l . —
;ZieN 1 N donde Li es el promedio de las distancias entre el nodo 1y
todos los deméas nodos (Watts y Strogats, 1998). Finalmente, el coeficiente de

agrupamiento de la red se calculd6 con la siguiente formula: C =

—1 Z ——1 Z —Zti dond | ficiente d miento del
i C 1 , donae Ci es el coeficiente de agrupamiento de
n LEN “i n 1EN ki(ki—1) ! grup

iésimo nodo (Ci = 0 para Ki<2), ti es nimero de triangulos alrededor del nodo i t; =

1
> Zj,heN AijAinAjn (Watts y Strogats, 1998; Rubinov y Sporns, 2010). Este valor

se normaliza por el grado k en cada nodo o colectivamente por grado medio K. Este
ultimo se refiere a veces a como transitividad, que se calcula con la siguiente

L (Newman, 2003). Las variables L y C son medidas de
2 ki(ki—1)

integracion y segregacion, respectivamente, y proporcionan buenos resumenes del

formula: [ =
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comportamiento de los graficos. Sin embargo, no capturan como los gréficos se
integran dentro de los médulos (o subredes) y se segregan entre los modulos. Para
ello, la modularidad captura esta caracteristica y se define como la capacidad de un
gréafico para subdividirse en médulos que estan conectados al maximo dentro de un
mobdulo y escasamente conectados entre modulos (Newman y Girvan, 2004).

Computacionalmente, se calcula con la siguiente férmula: Q = Yy [Cii —

2
(ZjEM Cl-j) ] donde iy j son médulos individuales en el conjunto de todos los

mobdulos M, y ¢ es la proporcion de conexiones existentes entre 2 maddulos
(Dosenbach et al.,, 2010). Ademas de las métricas descritas anteriormente, una
propiedad gréfica adicionalmente interesante es la tendencia de un pequefio
namero de nodos a servir como "Hub". Un hub se puede definir como un nodo que
tiene muchas conexiones importantes que lo atraviesan (es decir, es un miembro
de la ruta mas corta entre muchos nodos) denominada intermediacion (Betweeness;

B) La intermediacion se calcula con la siguiente férmula: B; =

1 Pnj(i)

(n-1)(n—2) i sj—— ——, donde ; es el numero de caminos mas
(n-1)(n-2) Zhi],hil,]il]fh’ Phj ) ,Oh]

cortos entre hy jy Phj (l) es el nimero de esos caminos que pasan por i. Los

valores grandes de Bi indican que una gran cantidad de rutas mas cortas atraviesan
el nodo i, que lo identifica como un hub (van den Heuvel et al., 2008; Bonifazi et al.,
2009; Hojjati et al., 2019). Todas las métricas se calcularon usando la caja de
herramientas de conectividad cerebral (Rubinov y Sporns, 2010)

En todos los casos se muestran los datos como el promedio y el error estandar. Las
diferencias entre los grupos se evaluaron con la prueba t de student pareada para
los datos crudos y la prueba de Wilcoxon para los datos normalizados, se considerd
como significativa una diferencia con una p<0.05.

Resultados

Rebanada de la corteza prefrontal medial

Para estudiar la integracion sinaptica de la via HPC-PFC, se estandarizé la
obtencion de la rebanada de CPF descrita por Parenty colaboradores, en donde
se encuentran las fibras provenientes del hipocampo ventral en una rebanada
semicoronal que contiene a la PFC (Fig. 3). En esta preparacion se puede identificar
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un paquete de axones que contienen fibras extra-neocorticales que proyectan a la
PFC en la region prelimbica (PrL) e infralimbica (IL) (Fig. 3A), que previamente se
ha demostrado provienen del hipocampo (Parent et al.,, 2010). Como ya se
menciono, esta via entre el Hipocampo ventral y la mPFC es de importancia critica
para la integracion de informacion mPFC necesaria para una amplia variedad de
procesos cognitivos (Seamans et al., 1995; Goto y O'Donnell, 2003; Goto y Grace,
2008).

Figura 3 Preparacion de la rebanada de corteza prefrontal que mantiene su entrada hipocampal. (A)
Representacion esquematica (izquierda) del corte de cerebro de rata correspondiente a la seccion de la corteza
prefrontal contenida en la rebanada obtenida con la técnica desarrollada por Parent et al., 2010. Imagen de
campo brillante (derecha) del corte coronal modificado por Parent et al., 2010, que contiene las cortezas
prelimbica (PrL) e infralimbica (IL). (B) Fotografia de la misma rebanada obtenida en nuestro laboratorio que,
ademas muestra las ubicaciones de los electrodos de estimulacion y de registro (indicado con una flecha).

Actividad espontdnea de la corteza prefrontal

Una vez estandarizada la preparacion del corte coronal que contuviera la PFC y su
entrada hipocampal, procedimos a registrar la actividad espontanea poblacional de
la PFC en esta preparacion y probamos el efecto de la Ag sobre la misma (Fig. 4).
Los registros de la actividad espontanea poblacional de la PFC muestran
componentes en una gran diversidad de frecuencias (Fig. 4; n=10). Ademas, tal y
COmo ocurre en otros circuitos neuronales (Gabbott et al., 2002; Tierney et al., 2004;
Hyman et al., 2010; Wang et al., 2006; Goveas et al., 2011; Zarei et al., 2013;
Maingret et al., 2016; Balleza-Tapia et al., 2010; Adaya-Villanueva et al., 2010; Pefia
et al., 2002; Pefia et al., 2010), la actividad poblacional de la PFC se reduce con la
aplicacion de 30 nM de la ApB (Fig. 4). El andlisis de la potencia (de 1 a 120 Hz)
mostré una reduccion significativa de la actividad espontanea de la PFC de 53.6 +
1.8% de la actividad basal (considerada como 100%; p <0.05; n = 5), 60 min
después de la presencia continua de la AB en el bafio de registro (Fig. 4).
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Figura 4. La AB inhibe la actividad espontanea poblacional de la corteza prefrontal. En la parte superior,
se muestran los trazos representativos de la actividad espontanea de la PFC registrada en condiciones basales
(trazos azules) y después de 60 min de la presencia continua de la AB (30 nM; trazo naranja). Los
correspondientes espectros de potencia se muestran en la parte inferior, y el poder integrado y normalizado
(como porcentaje de la actividad control) se muestra como una insercion. Es evidente que la aplicacién la Ag
reduce significativamente la potencia de la actividad espontanea poblacional de la PFC. Los datos se presentan
como el promedio y el error estdndar de una n=5. * denota una diferencia significativa comparada con la
actividad de control (p <0.05).

Plasticidad a corto plazo

Después de la caracterizacion de la actividad espontanea de la PFC en la rebanada
de cerebro desarrollada por Parent y colaboradores (2010) y de evaluar el efecto de
la AS sobre la misma se procedid al registro de las respuestas sinapticas
poblacionales provocadas en la PFC por la activacion de la entrada hipocampal a
diferentes frecuencias de estimulacidén. La estimulacion repetitiva de las fibras del
hipocampo induce trenes de potenciales postsinapticos excitadores de campo
(fEPSP, por sus siglas en inglés) en la PFC que muestran diferentes grados de
facilitacion dependiendo de la frecuencia de estimulacion (Figura 5A; Stone et al.,
2011). Por ejemplo, la amplitud del quinto fEPSP aumenta a 148.56 + 20.87% en
proporcion del primer fEPSP cuando la estimulacién se aplica a 5 Hz (Figura 5B).
Cuando la estimulacion se aplica a 10 Hz, la amplitud del quinto fEPSP aumenta a
162.7 £ 14.8% en proporcion del primer fEPSP (Figura 5B). Cuando la estimulacion
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se aplica a 20 Hz, la amplitud del quinto fEPSP aumenta solo hasta 128.45 + 15.3%
en proporcion del primer fEPSP (Figura 5B). Ademés, cuando se aplicd la
estimulacion a 50 Hz, los fEPSP individuales se mezclaron en un fEPSP
"compuesto” que no permite que los fEPSP individuales se evallen con precision.
Asi, en este caso, cuantificamos la amplitud méxima del fEPSP compuesto (21.07
+7.12 pV; Figura 5C).
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Figura 5. Integracion de la respuesta sindptica poblacional de las fibras del hipocampo en la corteza
prefrontal. En el panel A, se muestran los trazos representativos de la respuesta poblacional a un tren de 5
pulsos. En el panel B (izquierdo), se compara la cuantificacion de la amplitud de las respuestas sinapticas en
respuesta a trenes de 5, 10 y 20 Hz, en la gréafica de la derecha se comparan las respuestas normalizadas
de la amplitud (con respecto a la del primer sinaptico del tren). En el panel C superior se muestra la respuesta
poblacional a la estimulacion de 50 Hz. Note que se genera una respuesta sinaptica compuesta en la que los
elementos individuales no se pueden distinguir. En la parte inferior del panel C se muestra la cuantificacion
del area de las respuestas sinapticas provocadas por cada frecuencia de estimulacion. Los gréaficos
representan el promedio y el error estandar de una n=8 y los * representan una diferencia estadistica, se
utilizé la prueba t de student pareada para los graficos de la cuantificacién de la amplitud y del &rea y una
prueba de Wilcoxon para los datos normalizados, ambas con una p<0.05.

Al comparar las areas bajo la curva de los 5 fEPSPs encontramos que la mayor area
total se encuentra a los 10 Hz (6.53 + 1.15 uV?; Figura 5C) y la menor a los 50 Hz
(3.65 + 0.90 pV?; Figura 6C). Al comparar las diferentes frecuencias de estimulacion
encontramos un incremento del doble en el area de los 5 Hz a los 10 Hz (9.55 *
1.32 uV?; Figura 5C), después de los 10 Hz a los 20 Hz (4.15 + 0.98 uV?; Figura 5C)
cae el area aproximadamente al mismo valor que observamos con la estimulacion
a los 5Hz y, finalmente, la estimulacion a los 50 Hz tiene la menor area de todas las
frecuencias de estimulacion (Fig. 5 panel C). Estos resultados nos indican que,
probablemente, durante la estimulacion a altas frecuencias los fEPSPs son
disminuidos por la aparicion de una inhibicion proveniente del reclutamiento de
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interneuronas GABAérgicas que responden preferencialmente a la estimulacion a
altas frecuencias (Stone et al., 2011).

Efecto de la AB sobre la plasticidad a corto plazo

Después de caracterizar las respuestas sinapticas, dependientes de la frecuencia
de estimulacién (Stone et al., 2011), en la entrada del hipocampo a la PFC,
procedimos a evaluar el efecto de la Af sobre las mismas. La aplicacion de la AS
30 nM, en el bafio de registro, reduce la amplitud de los fEPSP inducidos por todas
las frecuencias de estimulacion (Fig. 6A-B), asi como la del fEPSP compuesto
inducido por la estimulacion de la entrada hipocampal a 50 Hz (Fig. 6D). La
inhibicion inducida por la AS sobre los fEPSPs ocurre independientemente de la
frecuencia de estimulacion o del orden de los fEPSPs dentro del tren (1 a 5 pulsos;
Figura 6B; p <0.05). Por ejemplo, la amplitud del quinto fEPSP cuando se estimulo
a 5 Hz tuvo una amplitud de 7.31 + 1.30 pV2 en condiciones control (Fig. 6B) y se
redujo a 3.87 + 0.48 puVv? después de 60 min de la presencia continua de la Ag (Fig.
6B). La amplitud del quinto fEPSP cuando se estimul6 a 10 Hz tuvo una amplitud de
9.06 + 1.83 pV? en condiciones control (Fig. 6B) y se redujo a 5.32 + 0.86 pV?
después de 60 min de la presencia continua de la Ag (Fig. 6B). La amplitud del
quinto fEPSP cuando se estimulé a 20 Hz tuvo una amplitud de 5.48 + 1.17 uV2 en
condiciones control (Fig. 6B) y se redujo a 3.47 + 0.60 V2 después de 60 min de la
presencia continua de la A (Fig. 6B). La Unica excepcion a esta inhibicién
generalizada de la transmision sinaptica de la entrada hipocampal en la PFC
inducida por la AB ocurrié en el tercer fEPSP de la estimulacion aplicada a 20 Hz
(81.75 £ 12.95 % del control, Figura 6B; p > 0.05). La reduccién generalizada en la
transmision sindptica producida por la aplicacion de la Ag en el bafio no correlacion6
con cambio alguno en la facilitacién sinaptica para ninguno de los trenes de fEPSP
evocados a 5, 10 o 20 Hz (Fig. 6B p <0.05). Esto se puede ver mas claramente
cuando la amplitud de cada fEPSP en el tren se normaliza con respecto a la amplitud
del primer fEPSP (Fig. 6C). Las curvas normalizadas de los fEPSP en presencia y
ausencia de la AB se sobrepusieron por completo (Fig. 6C). En el caso del fEPSP
compuesto inducido por la estimulacion a 50 Hz, la aplicacion de la AS redujo
significativamente la amplitud méaxima a 62.49 + 14.12% de la que tenia en
condiciones control (Fig. 6D; p <0.05). Por lo tanto, estos resultados indican que la
aplicacion de la AB, en el bafio de registro, produce una reduccion generalizada de
la transmision sinaptica proporcionada por el hipocampo a la PFC.
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Figura 6. Efecto de la AB sobre la integracion sinaptica poblacional de lavia HPC-PFC. En el panel A, se muestran los
trazos representativos de la respuesta poblacional en la PFC a un tren de 5 pulsos de estimulacion a frecuencias
de 5, 10 y 20 Hz. Los trazos azules corresponden a las condiciones control y los trazos naranjas corresponden
a la presencia de la AB. En el panel B se muestra la cuantificacion de la amplitud de las respuestas sinapticas
(mismo cédigo de colores). En el panel C se presenta la normalizacion de la amplitud de cada sinaptico
poblacional con respecto a la primera respuesta sinaptica (mismo cédigo de colores). En los paneles By C se
muestra la respuesta con una estimulacion a 5 Hz a la izquierda, la respuesta con una estimulaciéon a 10 Hz en
el centro y la respuesta con una estimulacion a 20 Hz a la derecha. En el panel D se muestra, en la parte
superior, el trazo representativo de la respuesta sinaptica compuesta con la estimulacion a 50 Hz. El trazo azul
corresponde a las condiciones control y el trazo naranja corresponde a la presencia de la AS. En la parte inferior
se muestra la cuantificacion del area bajo la curva (en valores absolutos y normalizados) de la respuesta
sindptica compuesta (mismo codigo de colores). Los gréaficos representan el promedio y el error estandar, de
una n=10, y los * representan una diferencia estadisticamente significativa comparados contra el control
(p<0.05).

Efecto de la secuencia inversa de la AB sobre la plasticidad a corto plazo

Para evaluar la especificidad del efecto de la secuencia patoldgica de la AS sobre
la transmision sinaptica, se aplico la secuencia inversa de la AB (AB42-1; n=3) para
observar su efecto y cuantificar si afectada la respuesta sinaptica, dependiente de
la frecuencia de estimulacién (Stone et al., 2011), de la entrada del hipocampo a la
PFC. Tal y como se ha demostrado en trabajos previos (Balleza-Tapia et al., 2010;
Hernandez-Soto et al., 2019; Pefia-Ortega, 2019), la aplicacion de 30 nM en el bafio
de la AB42-1, no modificé la amplitud de los fEPSP inducidos por estimulacion de la
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entrada hipocampal (Fig. 7, Test de Wilcoxon). Por ejemplo, la amplitud del quinto
fEPSP cuando se estimulé a 5 Hz tuvo una amplitud de 11.91 + 4.17 pV? en
condiciones control (Fig. 7) y se mantuvo en 11.21 + 2.92 pV? después de 60 min
de la presencia continua de la secuencia inversa de la Af421 (Fig. 7). La amplitud
del quinto fEPSP cuando se estimulé a 10 Hz tuvo una amplitud de 12.02 + 1.64 pVv?
en condiciones control (Fig. 7) y se mantuvo en 14.60 + 5.58 pV? después de 60 min
de la presencia continua de la secuencia inversa de la Af42-1 (Fig. 7). La amplitud
del quinto fEPSP cuando se estimul6 a 20 Hz tuvo una amplitud de 2.82 + 0.81 pV?
en condiciones control (Fig. 7) y se mantuvo en 3.70 + 0.66 puV?2 después de 60 min
de la presencia continua de la secuencia inversa de la AB42-1 (Fig. 7). En el caso del
fEPSP compuesto inducido por la estimulacion a 50 Hz, la aplicacion de la AS no
redujo significativamente su amplitud méaxima (Fig. 7; p <0.05). Como era de
esperarse, tampoco existié cambio en la facilitacion de la respuesta sinaptica para
los trenes de fEPSP evocados a 5, 10 o 20 Hz (Fig. 7). Al evaluar la actividad
normalizada con respecto a la amplitud del primer fEPSP (Fig. 7) no se encontré
cambio al comparar la respuesta control con la respuesta en presencia de la AB42-1.
Por lo tanto, estos resultados indican que los efectos de la Af sobre la transmision
sinaptica entre el hipocampo y la PFC son especificos de la secuencia acumulada
en la AD y no pueden ser reproducidos por su secuencia inversa.
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Figura 7. Efecto de la secuencia inversa de la AB sobre la integracion sinéptica poblacional de la via HPC-PFC. En la
parte superior de cada panel, se muestran los trazos representativos de la respuesta sinaptica poblacional a un
tren de 5 pulsos a las diferentes frecuencias indicadas. Los trazos azules corresponden a las condiciones control
y los trazos rojos corresponden a la presencia de la secuencia inversa de la A 30 nM y los trazos lilas
corresponden a la presencia de lidocaina 1 mM. En las graficas de cada panel se muestra la cuantificacion de
la amplitud de las respuestas sinapticas a la derecha y la normalizacion de la amplitud de cada espiga
poblacional, con respecto a la primera poblacional, a la izquierda sinaptica (mismo cédigo de colores). En el
panel A se muestra la respuesta con una estimulacion a 5 Hz, en el panel B, se presenta la actividad provocada
con una estimulacién a 10 Hz, en el panel C, se observa la actividad generada bajo una estimulaciéon a 20 Hz.
Los graficos representan el promedio y el error estandar de una n=3 y los * representan una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.05).

Reclutamiento de las neuronas de la corteza prefrontal y el efecto de la
AB sobre el reclutamiento.

Se evaluo6 a nivel poblacional, pero con resolucién unicelular la activacion de la PFC
por la estimulacion de la entrada hipocampal y el efecto de la AB sobre la misma
(Fig. 9). Para ello, se cuantificaron los transitorios de calcio simultaneos
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(coactivaciones) generados por las neuronas de la PFC y su respuesta a la
aplicacion de la estimulacién de la entrada del hipocampo a diferentes frecuencias.
Se define como una coactivacion a la presencia de un transitorio de calcio en un par
de neuronas (0 mas) en el mismo instante de tiempo (250 ms; Carrillo-Rei et al.,
2008; Pefa et al., 2010). Primero, se evalud el pico maximo de coactivacion y
encontramos que la estimulacion de las fibras del hipocampo recluta y sincroniza a
las neuronas de la PFC, aumentando sus transitorios de calcio y coactivaciones
durante varios segundos (Fig. 8). Coincidentemente, encontramos una respuesta
similar, pero no idéntica, a la mostrada por lo potenciales sinapticos poblacionales,
que exhibieron un reclutamiento que dependié de la frecuencia de estimulacion
(Stone et al., 2011; Fig. 8 panel superior). En condiciones de control, se reclutd
simultaneamente un nimero maximo de neuronas de la PFC cuando las fibras del
hipocampo se estimularon a 5 Hz (23.5 + 4.9 neuronas; n = 5 rebanadas; Figura 8).
Este reclutamiento de células se reduce significativamente cuando la estimulacion
se aplicaa 10 Hz (17.6 £ 3.8 neuronas), a 20 Hz (15.4 + 2.2 neuronas) y, finalmente,
a 50 Hz (16.3 + 2.4 neuronas) (Fig. 8). De manera similar, pero no idéntica, a lo que
ocurrié con las respuestas sinapticas poblacionales, el nimero de neuronas de la
PFC reclutadas por la estimulaciéon de las fibras del hipocampo se reduce en
presencia de la Ag (Fig. 8), en comparacion con las condiciones de control. Cuando
se estimulé la entrada hipocampal a baja frecuencia, la disminucion de las
respuestas unicelulares no fue significativa (Wilcoxon test p>0.05) ni cuando se
estimuld a 5Hz (9.46 + 4.49%), ni a 10Hz (7.62 + 2.40%). Sin embargo, la reduccién
del numero de neuronas de la PFC reclutadas en presencia de la Ap fue significativa
cuando estimuld la entrada hipocampal a 20 Hz (22.2 + 2.55%) y a 50 Hz (14.4 +
2.91%), presentaron diferencia significativa. También se evaluaron la cantidad de
coactivaciones en un periodo de 3s (12 bines de 250 ms) inmediatamente después
del estimulo de la entrada hipocampal encontrando que para la estimulacion a 5 Hz
generd un namero similar de coactivaciones en condiciones control y en presencia
de la AB (180.60 + 3.32 y 216.50 + 4.68, respectivamente; Fig. 8). La estimulacién
a 10 Hz genero un namero similar de coactivaciones en condiciones control y en
presencia de la AB (146.90 + 3.01 y 141.30 + 3.44, respectivamente; Fig. 8). En
contraste, cuando la estimulacion de la entrada hipocampal se realizo a 20 Hz el
namero de coactivaciones se redujo significativamente en presencia de la Af en
comparacion a las condiciones control (97.00 £ 258 y 140.00 = 2.64,
respectivamente; Fig. 8). Cuando la estimulacién de la entrada hipocampal se
realiz6 a 50 Hz el numero de coactivaciones se redujo significativamente en
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presencia de la A en comparacion a las condiciones control (104.70 £ 2.76 y 148.40
* 2.66, respectivamente; Fig. 8).
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Figura 8. La proteina AB inhibe el reclutamiento y sincronizacién de las neuronas del PFC por la
estimulacion de la entrada del hipocampo. Panel superior, rasters plots representativos de la actividad de las
neuronas de la PFC y su respuesta a la estimulacién de las fibras provenientes del hipocampo antes (Control,
izquierda) y después de la aplicacion de la AB (derecha). En los rasters plots, cada fila representa la actividad
de una sola célula y cada marca representa una activacion celular (p.e. un transitorio de calcio). En la parte
inferior, se muestra el nimero maximo de neuronas coactivas en el pico del transitorio, la sumatoria de la
actividad para la condicion control se muestra en azul y la sumatoria de la actividad en presencia de la Ap se
muestra en naranja. Las gréaficas representan los promedios del reclutamiento del nimero de méaximo neuronas
coactivas (izquierda) y la sumatoria de coactivaciones en 3 s (derecha) para cada frecuencia de estimulacién
en la condicién control (azul) y en presencia de la Ap (naranja). Note que la aplicacién de la AB reduce
significativamente el reclutamiento sincronizado de las neuronas de la PFC cuando se estimuld la entrada
hipocampal a altas frecuencias. Los datos se presentan como la media + SEM. * representan una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.05) (n = 5 rebanadas)

Dindmica del circuito de la corteza prefrontal y el efecto de la AB.

Finalmente, con base en la evaluacién de la correlacion cruzada de los transitorios
de calcio entre pares de neuronas, se evaluo la organizacion del circuito de la PFC
a traves de la teoria de grafos, con la finalidad de evaluar los posibles cambios en
la configuracion de la red de la PFC debido a la aplicacion de la proteina Ag (Fig. 9
panel superior). Lo primero que observamos es que la PFC muestra un numero
similar de conexiones funcionales para cada uno de sus nodos (neuronas) en
condiciones control, lo que se refleja en una distribucion homogénea en el tamafio
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de los nodos (Fig. 9 panel superior izquierdo). También se observa que la red
funcional de la PFC muestra un nimero considerable de nodos que se consideran
hubs (Fig. 9 panel superior izquierdo: nodos rojos). Sin embargo, al observar el grafo
representativo en presencia de la proteina AS (Fig. 9 panel superior derecha), se
observa la concentracion de la red en un bloque con algunos nodos hiperconectados
y el agrupamiento de los nodos tipo hubs, mismos que se encuentran en una menor
proporcién que en el grafo control (Fig. 9 panel superior derecha). Al cuantificar la
cantidad de conexiones promedio por nodo, encontramos que es similar entre los
grafos en condiciones encontramos y aquellos en presencia de la proteina Ag (16.79
+ 5.25y 16.79 = 5.25, respectivamente; Fig. 9). Sin embargo, como muestran las
lineas negras que unen los resultados de cada experimento, 3 de los 5 experimentos
presentan un incremento en la cantidad de conexiones promedio en presencia de la
proteina AB. Al cuantificar la cantidad de hubs en los grafos control y en los grafos
en presencia de la proteina AB, observamos una disminucion significativa en la
cantidad de los mismos (15.40 + 4.68 vs 7.60 + 1.50; Wilcoxon test p<0.05). Al
cuantificar las métricas de integracion (distancia) y segregacion (coeficiente de
agrupamiento) de la red, esperabamos un incremento en la distancia caracteristica
y una disminucion en el coeficiente de agrupamiento en los grafos en presencia de
la proteina AB, sin embargo, en ambos casos encontramos que ninguno cambio
entre los grafos control (distancia= 1.87 + 0.18; coeficiente de agrupamiento= 0.56
+ 0.10) y los grafos en presencia de la proteina Af (distancia= 1.96 + 0.22;
coeficiente de agrupamiento= 0.57 £ 0.09). Finalmente, se cuantifico la modularidad
y el comportamiento de mundo pequefio de la red de la PFC antes y después de la
aplicacion de la proteina AB. Estas métricas se utilizaron debido a que, si bien la
longitud caracteristica es una medida de integracion de la red y el coeficiente de
agrupamiento es una medida de segregacion de la red y ambas proporcionan
buenos resumenes del comportamiento de los gréaficos, ambas mediciones no
capturan de manera precisa como los graficos se integran dentro
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Figura 9. Efecto de la proteina AB sobrelatopologia de la red de la PFC. Panel superior, grafos representativos
del circuito de la PFC, los circulos representan los nodos de la red, el tamafio de cada circulo representa la
cantidad de conexiones funcionales de cada nodo, los circulos rojos son los hodos con mayor importancia de
la red (hubs), las lineas rojas son la conexion entre los nodos de mayor importancia y todos los nodos de la red,
las lineas negras representan la conexiones entre los nodos més alejados de la red, los niUmeros representan
la posicién de la célula en el raster (Fig. 9). En la parte inferior, se muestra la cuantificacion de las diferentes
meétricas para la determinacion de la topologia de la red de la PFC. Las graficas representan los promedios y el
error estandar para cada métrica cuantificada (grado promedio, coeficiente de agrupamiento, longitud
caracteristica, modularidad y cantidad de hubs e indice de mundo pequefio), los puntos representan el valor
promedio para cada experimento y las lineas negras (graficas grado promedio, coeficiente de agrupamiento,
longitud caracteristica) indican el cambio entre condiciones experimentales. Las cuantificaciones de la red en
condicion control se muestran en azul y aquellas en presencia de la Ap en color naranja. Note que la aplicacion
de la AB reduce significativamente la cantidad de hubs, la modularidad y el indice de mundo pequefio del circuito
de la PFC. Los * representan una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.05; n =
5 rebanadas)

de los modulos (o subredes) y se segregan entre los médulos. La modularidad
captura la caracteristica de un grafico para subdividirse en subredes que estan
conectadas al maximo dentro de un modulo (Newman y Girvan, 2004). La
cuantificacion de la modularidad de la red de la PFC en presencia de la proteina AS
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muestra una disminucion significativa en comparacion con la red control (2.32 + 0.20
y 3.65 + 0.34, respectivamente), la cual correlaciona con lo observado en los grafos
representativos en donde se observa, como ya se mencion0 al inicio de este parrafo,
dos grandes grupos en el grafo en presencia de la proteina Ag (Fig. 9 panel superior
derecho) a diferencia del grafo control en donde se pueden observar mas de dos
modulos (Fig. 9 panel superior izquierdo). El indice de mundo pequefio representa
el balance entre la integraciéon y la segmentacion, maximizando tanto la eficiencia
global como nodal (Dennis y Thompson, 2014). Se ha sugerido que una arquitectura
de red similar a un mundo pequefio puede ser Optima para sincronizar la actividad
neuronal entre diferentes regiones del cerebro (Latora y Marchiori, 2001; Masuda y
Aihara, 2004). Al cuantificar el indice de mundo pequefio encontramos un valor de
sigma mayor a 1 tanto en los grafos en condiciones control, como en aquellos en
presencia de la proteina AB, con lo cual corroboramos que en ambas condiciones
experimentales las correlaciones entre las neuronas prefrontales forman una red de
mundo pequefio. Este tipo de comportamiento optimiza el funcionamiento de la red.
Por el contrario, el indice de mundo pequefio se encuentra disminuido
significativamente en presencia de la proteina A en comparacion a las condiciones
control (1.72 £ 0.17 y 2.06 = 0.33, respectivamente). Este resultado confirma lo
descrito en diversos estudios en el que se analizan las redes neuronales de los
pacientes con la AD (Stam et al., 2007; de Haan et al., 2009; Xiang et al., 2013;
Toussaint et al., 2014; Wang et al., 2016; Miraglia et al., 2016).

Discusioén

El hipocampo es una de las regiones del cerebro mas estudiadas y se sabe que
ejerce un papel fundamental en la formacién de la memoria semantica y el
aprendizaje espacial (Strange et al., 2014). La PFC es una region del cerebro que
tiene un papel central en la regulacién de los procesos cognitivos, tanto en humanos
como en otros mamiferos (Carlén, 2017). La mPFC esta involucrada en la cognicién,
las emociones y los procesos sensoriales (Ruggiero et al., 2021), el miedo y la
ansiedad (Bannerman et al., 2004), la toma de decisiones (Rushworth et al., 2004),
la atencion selectiva (Olton, 1988), la inhibicion del comportamiento (Dalley et al.,
2004; Chudasama et al. 2012) y la memoria de trabajo (Seamans et al. 1995; Wang
y Cai, 2006). La evidencia destaca la importancia de la comunicacion entre el HPC
y la mPFC durante los procesos de aprendizaje y memoria (Dickson, et al., 2022;
Morici et al., 2022). La via Hip-PFC comprende la principal conexion anatémica
eferente desde la formacion del hipocampo, a través de proyecciones
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monosinapticas y/o polisinapticas (Jin y Maren, 2015). La via Hip-PFC tiene un
papel critico en el acoplamiento anatémico y funcional de las dos regiones por
mecanismos de sincronizacion y plasticidad neuronal en circuitos locales y entre
circuitos distantes (Benchenane et al.,, 2010; Fell y Axmacher, 2011). En este
estudio, nos centramos en describir la plasticidad sinaptica de corto plazo en la via
HPC-PFC y su respuesta a la estimulacion a diferentes frecuencias (Stone et al.,
2011). Realizamos estimulaciones con trenes de 5 pulsos en frecuencias theta (4 y
10 Hz) y gamma (20 y 50 Hz). En la frecuencia theta, observamos que ante cada
tren de estimulacion la amplitud de los potenciales sinapticos presentdé un
incremento de por lo menos un 30% en el segundo pulso de cada tren, lo que nos
indica una facilitacion de la respuesta sinaptica (Takita et al., 2013) que se asemeja
a la facilitaciéon por pulsos pareados (Kawashima et al., 2016) y la encontrada en la
potenciacion a largo plazo (Izaki et al., 2003), esta plasticidad a corto plazo ha sido
relacionada en cambios conductuales transitorios, como en la memoria a corto plazo
y las adaptaciones en las vias sensoriales (Citri y Malenka, 2008, Ruggiero et al.,
2021) . El mayor incremento en la amplitud y la magnitud del area bajo la curva se
observé bajo la estimulacion a una frecuencia de 10 Hz. Lo anterior es muy
relevante para la fisiologia y acoplamiento funcional de la PFC, pues el incremento
encontrado tanto en la amplitud de los sinapticos, como en el area bajo la curva ante
la estimulaciéon de la entrada hipocampal a 10 Hz, tiene explicacion por el
reclutamiento preferente de sinapsis excitadoras en la mCPF (Stone et al., 2011).
Cabe mencionar que la frecuencia theta baja (~4—7 Hz) se observa durante la
inmovilidad y esta relacionadas con la ansiedad y las conductas motivadas
(Mikulovic et al., 2018). Alternativamente, las frecuencias en theta alto (~7-12 Hz)
se observan durante la locomocién y se correlacionan con la velocidad del
movimiento (Buzsaki, 2002). Se ha planteado la hipétesis de que la sincronia de
oscilaciones lentas, como delta y theta, proporciona un mecanismo para coordinar
la actividad de la red (Ruggiero et al., 2021). Estas oscilaciones se transmiten con
retrasos de fase minimos entre regiones cerebrales distantes, lo que permite la
coordinacion de picos neuronales y una actividad local oscilatoria rapida (Roy et al.,
2017). Es probable que el reclutamiento preferencial de la PFC a 10 Hz contribuya
a la sincronizacion entre las actividades theta de la red HPC-PFC (Buzsaki, 2002;
Young, 2011). Esta posibilidad se respalda por el hallazgo de que la via HPC-PFC
utiliza al neurotransmisor excitador glutamato (Thierry et al., 2000), que se encontré
gue modula el ritmo theta tanto en la PFC, como en el hipocampo, a través de su
receptor NMDA (Kiss et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia

43



clara de si la actividad theta es una oscilacion de neuronas prefrontales locales
reclutadas por el HPC o es una medida de la conduccion de volumen del HPC
(Ruggiero et al., 2021). La coherencia theta se atenta monoténicamente en funcién
de la distancia desde el hipocampo y no se detecta una estimacion precisa de la
densidad de la fuente de corriente en la banda theta en el area parietal que recubre
el hipocampo, lo que sugiere que theta puede ser conducido en volumen a areas
corticales (Sirota et al., 2008). A pesar de la controversia, la oscilacion theta es
esencial para la comunicacién de la via HPC-PFC (Ruggiero et al., 2021). La
sincronia entre el HPC y la PFC se modula dindAmicamente mostrando un aumento
en el seguimiento de fase de las células de la PFC con las oscilaciones theta y
gamma del hipocampo cuando se realizan elecciones correctas en una tarea de
memoria de trabajo espacial (Benchenane et al., 2010). Aunque la mayoria de los
estudios de sincronia theta entre el HPC y la PFC se han realizado registrando el
HPC dorsal, la sincronia theta es mas sélida al registrar el HPC ventral, lo que es
consistente con las vias anatémicas descritas (Adhikari et al., 2010; O'Neill et al.,
2013) y se ha relacionado con conductas de miedo y ansiedad (Ruggiero et al.,
2021).

Otro hallazgo relevante de esta tesis fue que al estimular la entrada hipocampal a
la PFC a altas frecuencias (20 y 50 Hz), la magnitud de los potenciales sinapticos
provocados disminuye significativamente, siendo la estimulacién a 50 Hz la que
menos area presenta. Se cree que una de las funciones principales de las
oscilaciones gamma es la organizacion temporal de conjuntos celulares (Buzséki y
Wang, 2012). Los conjuntos de células tienden a organizarse dentro del ritmo
gamma de modo que los miembros individuales del conjunto estan sincronizados
con una fase preferencial de estos ritmos (Harris et al., 2003). Nuestro resultado se
puede explicar por el reclutamiento de interneuronas ante la estimulacion a altas
frecuencias (Stone et al., 2011). Es decir, la disminucion observada al estimular a
20y 50 Hz es debido a que en la PFC existen diferentes subtipos de interneuronas
GABAérgicas, que se reclutan a esta frecuencia y que median la inhibicion local
[34]. Las interneuronas GABAérgicas expresan al menos una de las siguientes tres
proteinas de unién al calcio, que las distinguen: parvalbamina (PV), calbindina (CB)
y calretinina (CR) (Caballero et al., 2014). Las interneuronas GABAérgicas que
expresan la PV, y que disparan a alta frecuencia, inervan preferencialmente el soma
y el cono axonico de las células piramidales (Merchant et al., 2012), por lo que
regulan la generacion y salida de sus potenciales de accién (Merchant et al., 2012)
y regulan también la sincronia de disparo de las células principales, incluidas
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aquellas de la PFC (Merchant et al., 2012). Las entradas de informacion que
transmiten sefiales relacionadas con la accion, la cognicion, la recompensa y la
emocion llegan a todas las capas corticales, desde la capa L1 hasta la capa L6
(Anastasiades y Carter, 2021). Estas entradas reclutan neuronas de proyeccion e
interneuronas que introducen inhibicién local (Anastasiades y Carter, 2021). Por lo
tanto, comprender los célculos de los elementos celulares de la mPFC requiere un
conocimiento detallado de los tipos de células, la activacion mediante entradas de
largo alcance y el procesamiento a través de circuitos locales (Anastasiades y
Carter, 2021).

Como ya se mencion0d en la Introduccion, el circuito HPC-PFC juega un papel
fundamental en las funciones cognitivas, como la memoria a corto y largo plazo, la
atencion y la toma de decisiones (Sigurdsson et al., 2000; Godsil et al., 2012). Las
interrupciones en la conectividad funcional en la via HPC-PFC pueden contribuir a
los sintomas neuropsiquiatricos observados en enfermedades mentales y
afecciones neuroldgicas, como esquizofrenia, depresion, trastornos de ansiedad y
AD (Godsil et al., 2013). La AD es un trastorno neurodegenerativo de progresion
lenta, que comienza con una pérdida leve de memoria y culmina con un deterioro
grave de funciones ejecutivas y cognitivas amplias (Masters et al., 2015, Isla et al.,
2021).

La ApB tiene una amplia variedad de funciones fisiolégicas cuando se encuentra en
concentraciones bajas en el liquido cefalorraquideo (Seubert et al., 1992; Mattson,
1997). Por ejemplo, la secrecion neuronal de la A depende de la actividad neuronal
y funciona como un regulador de retroalimentacion negativa de la transmision
sinaptica excitadora (Cirrito et al., 2005; Venkitaramani et al., 2007). Asi, la AS en
condiciones fisiolégicas (519 pg/mL) no solo tiene una funcién inhibidora, sino
también de retroalimentacion que mantiene la homeostasis de las redes neuronales,
al regular la liberacion de neurotransmisores (Venkitaramani et al., 2007). La AS en
condiciones fisiologicas también modifica la estructura y la funcion de las sinasis
guimicas promoviendo la endocitosis de los receptores AMPA y NMDA sinapticos
(Venkitaramani et al., 2007). En contraste, los resultados de esta investigacion
muestran que la AB, a una concentracién de 30 nM, inhibe la actividad espontanea
del circuito de la PFC, asi como la activacion de la PFC inducida la via HPC-PFC
tanto a nivel poblacional como a nivel de célula Unica, sugiriendo que la Ag podria
contribuir a la disfuncién de la PFC, por un efecto directo en este circuito, asi como
por una reduccion en su inervacion sinaptica. Este hallazgo podria constituir la base
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celular de varios deterioros cognitivos que pueden producirse por la disfuncion de
la PFC y/o el desacoplamiento de la via hipocampo-PFC que se observan tanto en
pacientes con AD como en modelos transgénicos de la AD (BazzigalLuppi et al.,
2018).

Si bien existe un acuerdo general en el que la AD se considera una enfermedad que
inicialmente afecta la transmisién sinaptica y produce una desconexion neuronal
generalizada (Stam et al., 2007), este fendmeno podria investigarse utilizando un
enfoque de red (Pérez-Ortega et al., 2016; Carrillo-Reid et al., 2009; Carrillo-Reid et
al., 2015). Lo anterior, es posible debido a que los elementos estructurales del
cerebro forman una red intrincada en diferentes escalas espaciales (que van desde
las neuronas a las regiones anatdémicas; Pefia-Ortega, 2017; Pefa-Ortega, 2019).
De esta manera, el enfoque de la teoria de graficos, utilizado en esta tesis, podria
proporcionar un lenguaje general que permita comprender la asociacién de los
diversos procesos patolégicos que interactian entre si en la AD, asi como los
patrones espaciales de atrofia cortical y las interrupciones funcionales que parecen
determina como la enfermedad se propaga a lo largo de rutas especificas (Tijms et
al., 2013). Stam y sus colegas (2007) aplicaron la teoria de grafos al analisis de la
actividad cortical de pacientes con la AD y pacientes sanos para mostrar que hay
una disminucién en las caracteristicas de red de mundo pequefio en la AD; dato que
correlaciona con lo encontrado en este estudio. De hecho, en las redes de pacientes
con la AD, el coeficiente de agrupamiento (C) no cambid significativamente, dato
que también correlaciona con los resultados de esta tesis, mientras que la longitud
de la ruta caracteristica L, aumento resultado que también observamos en este
trabajo. Estos datos sugieren una pérdida de complejidad y una organizacién menos
Optima (Stam et al., 2007). Estos resultados muestran que el circuito de la PFC en
presencia de la AB presenta un aumento en el recorrido de la informacién dentro del
circuito lo que sugiere una interrupcién en las interacciones efectivas sugiriendo que
la AD es un sindrome de desconexion. Por su parte, De Haan y sus colegas (2009)
también demostraron una reduccion tanto en el coeficiente de agrupamiento, como
en la longitud de la ruta caracteristica en las redes neuronales de pacientes con AD
reafirmando los datos que se encontraron en este trabajo. Con base en ello se
propone que, debido a la disminucion de los parametros de conectividad local y
global, la organizacion funcional de la red cerebral en la AD se desvia de la
estructura oOptima de la red de mundo pequefio hacia un tipo mas aleatorio
mostrando en una pérdida general de la conectividad y la estructura de la red. Las
alteraciones descritas previamente se asocian con un intercambio de informacion
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menos eficiente entre las areas del cerebro, lo que respalda la hipétesis de la
desconexion durante la AD (de Haan et al., 2009). Es importante mencionar que
estos estudios correlacionan, casi en su totalidad, con los datos mostrados en los
grafos de la PFC, en esta tesis.

La PFC no es el Unico circuito que es inhibido por la actividad de la AB. Diversos
grupos han mostrado que la aplicacion directa de la ApB inhibe la actividad
espontanea en los circuitos del bulbo olfatorio (Alvarado-Martinez et al., 2013), la
corteza entorrinal (Pena-Ortega et al., 2012), la corteza piriforme (Martinez-Garcia
et al., 2021) y del hipocampo (Pefia et al., 2010; Kurudenkandy et al., 2014). En lo
que respecta a la PFC, en un estudio previo, Wang y colaboradores (2009),
mostraron que la aplicacion directa de la AB en el circuito de la PFC se relacion6
con la inhibicion de la actividad de la red de la PFC. En este caso, la inhibicion de
la actividad de la red inducida por la Ag se relacion6 con cambios en la excitabilidad
celular y no con cambios en la transmisién sinaptica (Wang et al., 2009). Es
importante mencionar que el cambio en la excitabilidad de las células piramidales
de la PFC cambia con la concentracion de la AB ya que concentraciones altas
presenta una hiperexcitacion e hipersincronizacién (Torres-Flores y Pefia-Ortega,
2022) que se observa en animales envejecidos con deterioro cognitivo (Luebke y
Amatrudo, 2012) y en pacientes con AD (Josep et al., 2009). Sin embargo, a una
baja concentracibn se observa una Es relevante mencionar que la inhibicién
inducida por la AB sobre la excitabilidad celular es mas prominente en las
interneuronas de la PFC (Chen et al., 2013). Este hallazgo se correlaciona con los
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, que muestran que, a
pesar de la falta de efecto de la AB en el disparo de las células piramidales del
hipocampo, la presencia de la AS induce una reduccion en la resonancia de las
neuronas principales hipocampales (Pefia et al., 2010). Este ultimo efecto podria
contribuir a la desincronizacion de los potenciales de accion entre diferentes
neuronas principales inducido por la A en el hipocampo que contribuye a la
inhibicion de su actividad de la red neuronal (Kurudenkandy et al., 2014). Aparte de
los cambios en la excitabilidad celular, la inhibicion de la actividad de la red neuronal
inducida por la Af también se ha relacionado con una reduccion en la transmision
sinaptica tanto excitadora (Balleza-Tapia et al., 2010; Pefa et al., 2010; Nimmrich
et al., 2008; Xing et al., 2005) como inhibidora (Nimmrich et al., 2008; Xing et al.,
2005). De hecho, estos hallazgos son consistentes con la observacién de que la AB
redujo la modulacion colinérgica de la transmision inhibitoria en el PFC (Chen et al.,
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2013). En conjunto, los cambios en la excitacion celular y la transmisién sinaptica
podrian contribuir a la inhibicidn inducida por la Ag de la actividad de la red de PFC
(Chen et al., 2013). Es importante sefialar que nuestro hallazgo de que la A inhibe
la actividad de la red espontanea de la PFC coincide con los estudios que muestran
cambios en la funcion de la red de la PFC en modelos animales con AD (Bai et al.,
2014; Wei et al., 2015) y pacientes con la AD (Wang et al., 2006; Goveas et al.,
2011; Zarei et al., 2013), lo que sugiere que el proceso patolégico, mediado por la
AB, puede contribuir a la disfuncién de la PFC durante la AD.

La disfuncion de la PFC asociada a la AD también parece ser el resultado de la
reduccion del acoplamiento de la PFC a otras areas del cerebro (Bai et al., 2014;
Wei et al., 2015; Faucher et al., 2016, Wang et al., 2006; Goveas et al., 2011; Zarei
et al., 2013). Una conexiéon de la PFC que se altera en la AD es el acoplamiento
PFC-hipocampo (Wang et al., 2006; Goveas et al., 2011, Zarei et al., 2013). Como
ya se menciong, la inyeccion intra-hippocampal de la AS puede inducir alteraciones
en los comportamientos controlados por la PFC (Bai et al., 2014; Wei et al., 2015;
Faucher et al., 2016), de manera paralela a generar alteraciones en la funcion de
esta corteza (Bai et al., 2014; Wei et al., 2015; Faucher et al., 2016). Por supuesto,
es bien sabido que la A afecta la funcién del hipocampo tanto in vivo (Pefia et al.,
2010; Pena-Ortega y Bernal-Pedraza, 2012) como in vitro (Kurudenkandy et al.,
2014; Gutiérrez-Lerma et al., 2013) y, aqui, mostramos que la AS puede afectar la
entrada del hipocampo en la PFC.

Como la conexién HPC-PFC es necesaria para la sincronizaciéon adecuada entre
estas dos estructuras y para la funcién normal de la PFC (Bai et al., 2014; Wei et
al.,, 2015; Hyman et al.,, 2010; Maingret et al., 2016), es probable que el
desacoplamiento de PFC-hipocampo pueda contribuir a la patologia inducida por la
Apy, tal vez, a la AD. Teniendo en cuenta que el acoplamiento PFC-hipocampo se
produce en diferentes frecuencias oscilatorias (Maingret et al., 2016; Bitzenhofer et
al., 2015) en esta tesis probamos si la Ag afecta la entrada del hipocampo a la PFC
cuando se estimula a diferentes frecuencias. Si bien observamos una reduccion
generalizada en la activacion de la PFC por el hipocampo, en presencia de la Ap,
en todas las frecuencias probadas, la inhibicién fue méas prominente, al menos a
nivel unicelular, cuando la estimulacion se administré a altas frecuencias. Una
posible explicacion es que la HPC-PFC esta sintonizada para sincronizar los dos
circuitos a bajas frecuencias (Adaya-Villanueva et al., 2010; Stone et al., 2011) v,
por lo tanto, la entrada del hipocampo no solo es mas eficiente para reclutar el PFC
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a bajas frecuencias (Adaya-Villanueva et al., 2010; Stone et al., 2011), sino que
también hace que la conexion sea menos vulnerable a los efectos de la A cuando
se estimula a bajas frecuencias. Es bien sabido que los componentes sinépticos
reclutados por diferentes frecuencias de estimulacion varian (Stone et al., 2011) y
que la estimulacion a frecuencias mas altas favorece el reclutamiento de
componentes inhibitorios (Stone et al., 2011). Las neuronas inhibitorias y las
sinapsis que producen parecen ser mas sensibles a los efectos de la Ag (Chen et
al., 2013; Verret et al., 2012), lo que podria explicar por qué la Ag tuvo un efecto
mas prominente en la entrada del hipocampo a la PFC cuando se le estimulé con
alta frecuencia. De hecho, este hallazgo es consistente con la observacion de que
la actividad oscilatoria rapida, que depende en gran medida de las redes inhibidoras
(Verret et al., 2012; Pefia-Ortega, 2013), es mas sensible a los efectos de la AS
(Adaya-Villanueva et al., 2010; Pena-Ortega et al., 2012; Kurudenkandy et al., 2014;
Verret et al., 2012) en comparacion con la actividad oscilatoria lenta. Ademas, la
actividad oscilatoria rapida esta mas alterada tanto en pacientes con AD (Van
Straaten et al.,, 2014; Engels et al., 2016), como en modelos animales con AD
(Verret et al., 2012; Driver et al., 2007; Goutagny et al., 2013). Por lo tanto,
comprender la base celular de los cambios en la actividad de la red neuronal y la
alteracién en el acoplamiento de la red neuronal inducida por la AS ayudaria a
explicar la base celular de la fisiopatologia de la AD y también revelaria estrategias
terapéuticas para reactivar dichas redes o restablecer sus conexiones con el fin de
paliar los sintomas de la AD (Balleza-Tapia y Pefa, 2009; Salgado-Puga et al.,
2015; Salgado-Puga y Pefia-Ortega, 2015).

Conclusion

El presente estudio muestra que la PFC puede integrar la informacion a diferentes
frecuencias, como lo hacen otras areas corticales, encontrando que a bajas
frecuencias se presenta un reclutamiento mas eficiente de las neuronas
piramidales, a través de sinapticos excitatorios, mientras que a altas frecuencias un
reclutamiento de interneuronas produce una disminucion de la amplitud de los
sinapticos poblacionales. Por otra parte, a nivel de circuito, encontramos que la red
de la PFC presenta un comportamiento de mundo pequefio (Luongo et al., 2016).
Sin embargo, esta actividad y dinamica de red se ve alterada por la presencia de la
proteina beta amiloide, la cual genera no solo una disminucién en la amplitud de los
sinpticos poblacionales, sino en la actividad de la red, modificando su amplitud y
cambiando su configuracion hacia un comportamiento que tiende a una red
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aleatoria. Otro aspecto importante para destacar en esta tesis es que la accion de
la proteina beta amiloide se da de manera post sindptica, ya que al normalizar la
actividad de los sinapticos poblacionales, la proporcion de los sinapticos no cambia,

durante los distintos trenes provocados, en ausencia y presencia de la proteina beta
amiloide.
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Alterations in prefrontal cortex (PFC) function and abnormalities in its interactions with other brain areas (i.e., the hippocampus)
have been related to Alzheimer Disease (AD). Considering that these malfunctions correlate with the increase in the brain’s amyloid
beta (Af) peptide production, here we looked for a causal relationship between these pathognomonic signs of AD. Thus, we tested
whether or not Af3 affects the activity of the PFC network and the activation of this cortex by hippocampal input stimulation in
vitro. We found that A application to brain slices inhibits PFC spontaneous network activity as well as PFC activation, both at the
population and at the single-cell level, when the hippocampal input is stimulated. Our data suggest that A3 can contribute to AD

by disrupting PFC activity and its long-range interactions throughout the brain.

1. Introduction

The prefrontal cortex (PFC) is implicated in cognitive proc-
esses including working memory, temporal processing, deci-
sion making, flexibility, and goal-oriented behavior [1-4].
Alterations in some of these processes are observed in
Alzheimer’s Disease (AD) patients [5, 6], and they correlate
with amyloid beta (Af) peptide accumulation in the PFC and
other related brain areas [7, 8]. Similar alterations in PFC
function are observed in AD transgenic mice [9-11], which
also correlate with increased Ap levels in the PFC and other
connected brain areas [9, 11]. These findings suggest that A
can alter PFC functionality [11]. In fact, alterations in PFC
synaptic transmission [12] and plasticity [11], as well as in
cell excitability [13] and in network activity [14], have been
reported in AD transgenic mice. Some data indicate that these
deleterious effects might be produced directly by the presence
of Af3 in the PFC [15-17].

Alterations in PFC-controlled behaviors [18-20] and
function [18, 19] can also be induced by intrahippocampal
application of A, which indicates that altered PFC function
can also be induced by dysfunctional connectivity with other

brain areas [18-20]. The hippocampal connection with the
PFC consists of excitatory glutamatergic fibers that synapse
on both PFC pyramidal neurons [21-23] and interneurons
[23-25]. This connection allows the synchronization between
these two structures, in different frequency patterns, which
correlates with animals’ behavioral performance in PFC
functions mentioned above [18, 19, 26-28]. Moreover, AD
patients exhibit alterations in PFC coupling with the hip-
pocampus and in the functions that rely on this reciprocal
connection [29-32]. The possibility that alterations in the
synaptic interactions between the hippocampus and the PEC
also contribute to AfB-induced pathology prompted us to
test the effects of Af3 on the PFC activity isolated in a brain
slice [23] as well as on the PFC activation induced by the
stimulation of the hippocampal fibers preserved in a PFCslice
preparation developed by Parent et al. [23]. We found that
Ap inhibits both PFC spontaneous network activity and PFC
activation, both at the population and at the single-cell level,
induced by hippocampal fiber-activation. Our data suggest
that A contributes to PFC dysfunction by a direct effect on
its network activity as well as by a reduction in its synaptic
innervation from the hippocampus.
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2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement. Approval of the Bioethics Committee
of the Instituto de Neurobiologia at Universidad Nacional
Auténoma de México was granted for all the experimental
procedures (protocol number 91.A), which were carried out
according to the guidelines of the Institutional Animal Care
and Use Committee Guidebook (NIH publication 80-23,
Bethesda, MD, USA, 1996).

2.2. Subjects. Specific pathogen-free Wistar rats (8-12 weeks
old) were obtained from our breeding colony located in the
facility of the Instituto de Neurobiologia. All animals were
housed in groups of four animals, in transparent acrylic cages
located in ventilated racks (12 to 15 complete air changes per
hour) at constant temperature (21 + 1°C) and humidity (50 +
10%) and maintained on a 12-h/12-h light/dark cycle with free
access to food (Irradiated Picolab Rodent Diet 20, PMI) and
water ad libitum.

2.3. Amyloid Beta Preparation. Af,, peptide was obtained
from BACHEM (Heidelberg, Germany). The oligomerization
procedure was performed as previously described [33, 34].
Briefly, solid A, ,, peptide was dissolved in 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) to a final concentration of
ImM. This solution was incubated for 60 min at room
temperature, the HFIP was evaporated overnight, and DMSO
was added to prepare a 5mM solution. Then, by adding
F12 medium (MF12), a new solution of Af3,, was obtained
with a final concentration of 100 uM (100 pmoles/uL). This
solution was incubated for 24 h at 5°C and then centrifuged
at 14,000 xg at 4°C for 10 min. Af oligomers found in the
supernatant were collected and maintained at 4°C until
being used for experiments. Previous characterization of our
solution indicates that it contains a mixture of A aggregates,
with hexamers as the main A oligomeric form present
[34].

2.4. Prefrontal Cortex Slice Preparation. Animals were anes-
thetized with sodium pentobarbital (62 mg/Kg) and perfused
transcardially with cold modified artificial cerebrospinal fluid
containing (in mM) 238 sucrose, 3 KCl, 2.5 MgCl,, 25
NaHCOj,, and 30 D-glucose, pH 7.4, and bubbled with car-
bogen (95% O, and 5% CO,). Then, the brain was removed
and dissected in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mM) 119 NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,,
25 NaHCO;, and 30 D-glucose, pH 7.4, and bubbled with
carbogen. The cerebellum was removed, both hemispheres
were mounted onto an agar block with a 10-12° inclination
[23], and coronal slices containing both the PFC (400 ym
thick) and the hippocampal bundle were obtained using a
vibratome (Microm HM 650V, Thermo Scientific, USA).
Only one slice was obtained per animal. The slices were left
to recover at room temperature for at least 60 min before any
further experimental manipulation.

2.5. Electrophysiological Recordings. For extracellular field
population recordings, PFC slices were transferred to a
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submerged recording chamber continuously perfused at 15—
17 ml/min with oxygenated aCSF maintained at 30-32°C. The
field recordings were obtained using borosilicate electrodes
(0.5-1MQ) filled with aCSF and positioned on layer 5-6
of the prelimbic region of the PFC [23]. PFC spontaneous
activity was recorded for 20 min to obtain the basal network
activity. Thereafter, A3 was added to the bath, and its effects
were recorded for 1h. Finally, ImM lidocaine was added
to the bath to block neural activity, as a control for the
viability of the slice [35]. Alternatively, the hippocampal
axonal bundle was stimulated electrically with a concentric
bipolar microelectrode (FHC Inc., Bowdoin, ME, USA) [36-
38]. The synaptic potentials were evoked by trains of 5
pulses at different frequencies (5, 10, 20, and 50 Hz). Each
stimulus in the train had a duration of 100-us and was
delivered at 0.04 Hz. The stimulus intensity was adjusted in
each experiment and for each preparation to evoke a response
of 50% maximal amplitude [36-38]. After recording control
potentials, 30 nM A3 was added to the bath, and its effects on
the synaptic transmission were monitored for 60 min. Then
10 uM APV and 10 uM CNQX were added to the bath to block
all glutamatergic transmission. Finally, 1mM lidocaine was
added to the bath to block any neuronal activity.

2.6. Calcium Imaging. PFC slices were incubated at room
temperature, in the dark, for 2h in the presence of 10 uM
Fluo-8 AM (Invitrogen) and 0.3% pluronic acid in aCSF
equilibrated with carbogen [37, 39-41]. Then, after a recovery
period of 2h, the slices were transferred and immobilized,
with a nylon mesh, into a perfusion chamber on a micro-
scope adapted to an epifluorescence system (Eclipse E6GO0FN;
Nikon, Melville, NY). Slices were continuously perfused with
aCSF equilibrated with carbogen at 30-32°C. Excitation at
488 nm was performed with a Lambda LS illuminator (Sutter
Instrument, Novato, CA), and images were acquired with
a cooled digital camera (CoolSNAP-ES, Roper Scientific,
Tucson, AZ). The imaging software used was RS Image
(Photometrics; Roper Scientific, Tucson, AZ), and the imaged
field was 800 x 600 ym. Short movies (175 s, 40-us exposure,
four images per second) were taken. Cells active during the
experiment were analyzed. The hippocampal axonal bundle
was stimulated electrically as described above in control
conditions and in the presence of Af.

2.7. Data Analysis. For all electrophysiological experiments,
the signal was amplified and filtered (highpass, 0.5Hz;
lowpass, 1.5KHz) with a wide-band AC amplifier (Grass
Instruments, Quincy, MA, USA). All recordings were digi-
tized at 9 KHz and stored on a personal computer with an
acquisition system from National Instruments (Austin, TX,
USA) using custom-made software designed for the LabView
environment. The recordings obtained were analyzed off-
line. All evoked synaptic responses were measured from
the start of the stimulation artifact to the valley of the
synaptic response in Clampfit (Molecular Devices). Three 10-
sec segments of each condition were analyzed using a Fast
Fourier Transform Algorithm with a Hamming window also
in Clampfit. The power spectra of all segments were averaged
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and normalized to the basal spontaneous activity of each
individual experiment.

For calcium imaging, image processing was carried
out with Image] (v.1.36, National Institutes of Health) and
custom-made programs in LabView and MATLAB [40, 41].
All active neurons in a field were semiautomatically identi-
fied, and their mean fluorescence was measured as a function
of time. Single pixel noise was discarded using a 5-pixel
ratio mean filter. Calcium-dependent fluorescence signals
were computed as (Fi — Fo)/Fo, where Fi is the fluorescence
intensity at any frame and Fo is the resting fluorescence, that
is, average fluorescence of the first four frames of the movie.
Calcium signals were detected based on a threshold value
given by their first time derivative (2.5 times the standard
deviation (SD) of the noise value). Thus, we obtained a C x F
binary matrix, where C represents the number of active cells
and F the number of frames for each movie. Recordings
were inspected manually to remove artifacts and slow calcium
transients which are likely to correspond to glial cells [37, 40].
After defining all neuronal-like calcium transients, we built
raster plots and quantified both the number of active neurons
per bin (250 ms) and the number of neuronal-like calcium
transients per neuron (cell-activation instances).

All data are expressed as mean + standard error of
the mean (SEM). In most cases the data distribution was
markedly skewed, and hence we used a Mann-Whitney Rank
Sum Test or a Kruskal-Wallis One-Way Analysis of Variance
on Ranks followed by Dunn’s Method for multiple compar-
isons. Differences with statistical significance are denoted by
p < 0.05.

3. Results

To evaluate the effect of Af on the general activity of the
prelimbic region of the PFC, we measured its spontaneous
population activity in vitro (Figure 1). Spontaneous prefrontal
network recordings in slices showed low-voltage neuronal
activity that includes a broad range of frequency components
(Figure I;n = 10; meaning 10 slices obtained from 10 animals,
with only one slice per animal). As previously shown for
other neuronal networks [34-37], this activity is reduced by
the application of 30 nM A (Figure 1, representative traces
and power spectra). Analysis of the integrated power (from
1 to 120 Hz) showed a significant reduction of the prefrontal
spontaneous network activity 60 min after A application (to
63.2 + 8.5% of basal activity, p < 0.05; n = 10) (Figure 1, inset
bar graph).

To evaluate the effect of Af on the hippocampal input
into the PFC, we initially measured the field excitatory
postsynaptic potentials (fEPSPs) in the PFC induced by the
stimulation of the hippocampal input at different frequencies
[42]. The repetitive stimulation of the hippocampal fibers
induces fEPSPs in the PFC that exhibit different degrees
of facilitation depending of the stimulation frequency [42]
(Figure 2(a)). For instance, the amplitude of the fifth fEPSP
increases to 141.9 + 12.0% of the first fEPSP when the stimu-
lation is applied at 5 Hz (Figure 2(b)). When the stimulation is
applied at 10 Hz, the amplitude of the fifth fEPSP increases to
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FIGURE 1: Af inhibits PFC spontaneous population activity. At the
top, representative traces of PFC spontaneous activity are shown
recorded in basal conditions (black traces) and after 60 min of con-
tinuous application of A3 (30 nM; gray traces). Their corresponding
power spectra are shown at the bottom, and the integrated power
for each condition (basal power set as 100%) is shown as an inset.
Note that A application significantly reduces the power of the PFC
spontaneous population activity. Data are presented as mean + SEM.
* P < 0.05 versus control activity (n = 10 slices).

162.7 + 14.8% of the first fEPSP (Figure 2(b)). When the
stimulation is applied at 20 Hz, the amplitude of the fifth
fEPSP increases only to 128.7 + 15.0% of the first fEPSP
(Figure 2(b)). When the stimulation was applied at 50 Hz the
individual fEPSPs get mixed into a “compound” fEPSP that
does not allow individual fEPSPs to be evaluated accurately.
Thus, in this case, we quantified the maximal amplitude of
the compound fEPSP (20.3 + 6.8 uV; (Figure 2(c)). Bath
application of Af reduces the amplitude of the fEPSPs, as
well as that of the compound fEPSP (Figure 2(a)), regardless
of the stimulation frequency or the fEPSP number (1 to
5; Figure 2(b); p < 0.05), except for the third fEPSP of
the stimulation applied at 20 Hz, for which no significant
reduction was observed after Af3 application (81.1 + 13.2% of
control, Figure 2(c); p = 0.07). In spite of this generalized
reduction in synaptic coupling produced by bath application
of A, no change in the synaptic facilitation was observed for
any of the fEPSP trains evoked at 5, 10, or 20 Hz (Figure 2(b);
p < 0.05). This can be seen more clearly when the amplitude
of each fEPSP in the train is normalized to the amplitude
of the first fEPSP (set as 1; Figure 2(b)). In the case of the
compound fEPSP, Af3 application significantly reduced the
maximal amplitude to 78.6 + 2.8% of control (Figure 2(c);
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FIGURE 2: Af3 inhibits hippocampal input into PFC. (a) Representative traces of EPSPs recorded in the PFC and evoked by stimulation of the
hippocampal bundle at different frequencies (5-50 Hz) are shown. The EPSPs are represented both under basal conditions (black traces) and
after 60 min of continuous application of A (30 nM; gray traces). (b) The amplitude of each EPSP during the different trains is plotted as
the absolute value and also as the value normalized to the first EPSP (EPSP,/EPSP, = Norm. Amplitude). The mean amplitudes of the EPSPs
are represented under basal conditions (black dots/lines) and after 60 min of continuous application of Af (30 nM; gray dots/lines). (c) The
amplitudes of the “compound” EPSPs are represented in the bar graphs quantified as absolute values (upper graph) and also after normalizing
to the control (set at 100%; lower graph). Note that Af3 application significantly reduces the synaptic input from the hippocampal fibers into
the PFC. Data are presented as mean + SEM. * P < 0.05 versus control activity (n = 10 slices).

p < 0.05). Thus, these results indicate that bath application
of A produces a generalized reduction in the synaptic
neurotransmission provided by the hippocampus into the
PFC.

To evaluate the effect of A on the hippocampal input
into the PFC at the cellular level, we measured the calcium
transients induced in single neurons by the stimulation of the

hippocampal input. First, we found that the stimulation of
the hippocampal fibers recruits PFC neurons, increasing their
calcium transients (cell-activation instances) for several sec-
onds (Figure 3). Then, we observed that there is a differential
recruitment of PFC neurons depending on the stimulation
frequency [42] (Figure 3). In control conditions, a maximal
number of PFC neurons are recruited when hippocampal
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FIGURE 3: A inhibits PFC-neuron recruitment by hippocampal input stimulation. (a) A representative raster plot shows the activity of PFC
neurons and its response to the stimulation of the hippocampal bundle (delivered at second five). Each row represents the activity of a single
cell, and each dot represents a cell-activation (i.e., calcium transient). At the bottom, the sum of all the cell-activation instances per bin
(bin = 250 ms) is quantified. (b) The graphs represent the mean sums of cell-activation instances per bin for all the frequencies tested. The
mean sums are represented both under basal conditions (black lines) and after 60 min of continuous application of Af (30 nM; gray lines).
(c) Quantification of the number of cell-activation instances in 3 sec (represented by the rectangle) after the different stimulation trains is
presented. Note that A application significantly reduces PFC-neuron recruitment when the hippocampal bundle stimulation is applied at
high frequencies. Data are presented as mean + SEM. * P < 0.05 versus control activity (n = 5 slices).

fibers are stimulated at 5 Hz (21.2 + 5.4 neurons; n = 5 slices;
Figure 3(b)). This cell recruitment is significantly reduced
when stimulation is applied both at 10 Hz (17.4 + 5.44 neurons;
p < 0.05) and at 20 Hz (15.4 + 3.7 neurons; p < 0.05), whereas
it tends to be reduced when stimulation is applied at 50 Hz
(15.7 + 2.8 neurons; p < 0.09). The maximal number of PFC
neurons recruited after hippocampal stimulation is reduced
in the presence of A3, compared to control conditions, when
the hippocampal fibers are stimulated at 20 Hz (to 66.4 +
13.7% of control; p < 0.05; Figure 3(b) right upper part) and
50 Hz (to 71.0 + 13.2% of control; p < 0.05; Figure 3(b) right
lower part). No significant differences versus control condi-
tions were observed in the maximal number of PFC neurons
recruited after hippocampal stimulation in the presence of A3
when the stimulation was applied at 5 and 10 Hz (Figure 3(b)
left upper and lower part). The result was similar when the
total number of cell-activation instances in 3 seconds was
quantified (Figure 3(c)). Compared to control conditions,
the total number of cell-activation instances was significantly
reduced in the presence of A3 when the hippocampal fibers
were stimulated at 20 Hz (to 59.2 + 8.4% of control; p < 0.05;
Figure 3(c)) and 50 Hz (to 68.6 + 11.1% of control; p < 0.05;
Figure 3(c)), but there were no significant differences when
the hippocampal fiber stimulation was applied at 5 and 10 Hz
(Figure 3(c)).

4. Discussion

Here, we found that A inhibits PFC spontaneous network
activity as well as the PFC activation induced by hippocampal
fiber-activation both at the population and at the single-
cell level, suggesting that A might contribute to PFC
dysfunction by a direct effect on this network as well as by
a reduction in its synaptic innervation. This finding might

constitute the cellular basis of several cognitive deficits that
can be produced by PFC dysfunction and/or disrupted PFC-
hippocampal coupling and are observed in both AD patients
and AD transgenic models.

Our finding that Af inhibits PFC spontaneous network
activity is very similar to observations by our group and
others that direct application of Af inhibits spontaneous
network activity in a variety of networks including the
olfactory bulb [43], the entorhinal cortex [44], and the
hippocampus [37, 45]. In fact, a previous finding already
indicated that direct application of Af inhibits synchronized
activity induced by calcium depletion in PFC slices [46].
In this case, inhibition of Af-induced network activity was
related to changes in cell excitability [46]. This AS-induced
inhibition of cell excitability was found to be more prominent
in PFC interneurons [17]. This finding correlates with those
obtained previously in our laboratory, which show that,
despite the lack of effect of A on action potential firing in
hippocampal pyramidal cells, the presence of Af does induce
a reduction in subthreshold membrane potential oscillation
[37]. This latter effect might contribute to the AfS-induced
action potential desynchronization in the hippocampus that
contributes to the inhibition of its neural network activity
[45]. Aside from the changes in cell excitability, the inhibition
of neural network activity induced by Af has also been
related to a reduction in both excitatory [34, 37, 47, 48]
and inhibitory [47, 48] synaptic transmission. In fact, these
findings are consistent with the observation that Af reduced
cholinergic modulation of the inhibitory transmission in the
PFC [17]. Altogether, the changes in cell excitability and
synaptic transmission might contribute to the Ap-induced
inhibition of PFC network activity [15-17]. It is important to
point out that our finding that Af inhibits PFC spontaneous
network activity coincides with studies showing changes in
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PFEC network function in AD animal models [14, 18, 19] and
AD patients [29-31, 49], suggesting that this pathological
process can contribute to PFC dysfunction in AD.

AD-associated PFC dysfunction also seems to be the
result of reduced PFC coupling to other brain areas [18-
20, 29-31, 49]. One PFC connection that is disturbed in AD
is the PFC-hippocampal coupling [29-31]. As was already
mentioned, alterations in PFC-controlled behaviors [18-20]
and function [18-20] can be induced by intrahippocampal
injection of Ap. It is well known that Af3 affects hippocam-
pal function both in vivo [37, 50] and in vitro [33, 45,
51] and, here, we show that A can affect hippocampal
input into the PFC. As this connection is required for the
proper synchronization between these two structures and
for normal PFC function [18, 19, 26, 27, 32], it is likely
that PFC-hippocampal uncoupling could contribute to Af-
induced pathology and, perhaps, to AD. Considering that
PFC-hippocampal coupling occurs at a variety of different
oscillatory frequencies [32, 52, 53], we tested whether A
affects hippocampal input when it is stimulated at different
frequencies. Whereas we observed a generalized reduction
in PFC activation at all frequencies tested, the inhibition
was more prominent, at least at the unicellular level, when
the stimulation was delivered at high frequencies (Figure 3).
One possible explanation is that this connection is tuned to
synchronize the two circuits at low frequencies [26, 35, 42]
and, thus, not only is the hippocampal input more efficient
in recruiting the PFC at low frequencies [26, 35, 42] but
it also renders the connection less vulnerable to Af effects
when stimulated at low frequencies. It is well known that
the synaptic components recruited by different stimulation
frequencies vary [42] and that stimulation at higher frequen-
cies favors the recruitment of inhibitory components [42].
Inhibitory neurons and synapses seem to be more sensitive
to the effects of Af [17, 54], which might explain why A
had a major effect on hippocampal input to the PFC when
tested at high-frequency stimulation. In fact, this finding is
consistent with the observation that fast oscillatory activity,
which relies heavily on inhibitory networks [54, 55], is more
sensitive to the effects of A [35, 44, 45, 54] compared to
slow oscillatory activity. Moreover, fast oscillatory activity
is more disrupted both in AD patients [56, 57] and in AD
animal models [54, 58, 59]. Thus, understanding the cellular
basis of the changes in neural network activity and the
alteration in neural network coupling induced by Af3 would
help to explain the cellular basis of AD pathophysiology and
also would reveal therapeutic strategies to reactivate such
networks or reestablish their connections in order to palliate
AD symptoms [60-62].
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