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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es la demencia méas comuin y desorden neurodegenerativo
progresivo a nivel mundial, su diagndéstico es tardio y dificil, es por esta razon que se busca
encontrar biomarcadores que permitan tener un diagnostico temprano. La evidencia reciente
indica que las especies solubles de amiloide-p (AP) inducen desequilibrios en la transmision
excitatoria e inhibitoria, lo que resulta en el deterioro funcional de la red neuronal y los déficits

cognitivos durante las primeras etapas de la enfermedad de Alzheimer (EA).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos agudos del péptido AP en el
hipocampo estudiando la actividad oscilatoria y plasticidad sinaptica en el circuito CA3-CA1l
a través de las fibras comisurales y la fimbria.

Con este fin, se ha desarrollado y disefiado una nueva interfaz grafica de usuario (Graphic User
Interfece  GUI), denominada BOARD-FTD-PACC (Brain Oscillations Analysis and
Resourceful Display in Frequency and Time Domains Plus Phase Amplitude Coupling and
Coherence), que facilita la visualizacion y analisis de los registros neurofisiol6gicos. En un
software flexible y facil de usar que puede ser utilizado por usuarios con formaciones diversas
para extraer informacién valiosa de las sefiales neurofisioldgicas como el acoplamiento fase-

amplitud y la densidad espectral de potencia relativa, entre otros.

Para evaluar los efectos in vivo de dos especies de AP (AB2s—3s Y AB1—40) SObre la transmision
sinaptica y la plasticidad de CA3 a CA1 (cCA3 a CAl) comisural, y la actividad oscilatoria de
CAL1, utilizamos microinyecciones intrahipocampales agudas en ratas Wistar macho adultas
anestesiadas. La especie Af,s_3c s una variedad artificial, altamente soluble, que no se
encuentra en el cerebro, pero que permite evaluar el efecto de la region mas toxica del péptido,
mientras que AfS;_4o €std presente en estado natural y nos permite evaluar alteraciones

naturales en pacientes con EA.

La microinyeccion de AP soluble aument6 la variabilidad sinaptica de cCA3 a CA1 sin cambios
significativos en la eficiencia sinaptica, e hizo ineficaz la estimulacion de alta frecuencia de
CAS3 para inducir la potenciacién a largo plazo y para aumentar la variabilidad sinaptica en

CALl. La microinyeccion también aumentd significativamente la potencia relativa de las
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oscilaciones de la banda y y desplazo significativamente el vector promedio del acoplamiento
fase-amplitud (PAC) 8 —y en CAL, impidio el desplazamiento del acople 6 - y inducido por la
estimulacién de alta frecuencia en CA3. Ninguno de estos efectos se observo en los animales

inyectados con vehiculo.

Estos resultados proporcionan evidencias adicionales de que las especies solubles de A
inducen disfuncidn sinéptica causando variabilidad sindptica anormal, plasticidad deteriorada
a largo plazo y actividad oscilatoria alterada, lo que lleva a cambios de la actividad de la red

en el hipocampo.
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1. Introduccion general

Actualmente mas de 46.8 millones de personas sufren de demencia (1), siendo la EA el tipo
mas comun, asi como el principal trastorno neurodegenerativo progresivo. La prevalencia de
la enfermedad aumenta con la edad y en personas mayores de 90 afios es del 50% (2). A medida
que aumenta la esperanza de vida, aumenta el numero de afectados generando un costo,
familiar, social y econémico. Se espera que para el 2030 el nimero de casos en personas
mayores a 65 afios suba del 7 al 12% (3). La EA se caracteriza por presentar una pérdida
neuronal selectiva y dos hallazgos histopatologicos en tejido post mortem: placas amiloides
extracelulares compuestas por péptidos beta amiloide (AP) y ovillos neurofibrilares
intracelulares cuyo componente principal es la proteina tau hiperfosforilada (4). Actualmente
no existe un tratamiento efectivo para la EA, esto se debe principalmente a que su diagnostico
es tardio y los sintomas aparecen con la degeneracion del tejido cuando ya el tratamiento no es
eficaz. Detectar entonces de forma temprana la EA es un reto importante que permitiria
prevencion de la degeneracion y el tratamiento adecuado de los sintomas. Por lo tanto,
determinar biomarcadores que nos lleven a este diagndstico es de vital importancia (5). Para
esto, es importante entender los efectos de las formas solubles del péptido AP ya que estas
inducen a un desequilibrio de los sistemas glutamatérgico, colinérgico y GABAérgico que
resulta en un deterioro funcional de redes neuronales durante las etapas tempranas de la
enfermedad (6-9). La disfuncion sinaptica inducida por los péptidos AP, puede explicar el
deterioro cognitivo leve, una etapa prodromica de la EA, asi como el deterioro de la memoria
durante sus primeras etapas (10,11). En altas concentraciones, dicho péptido afecta

principalmente el hipocampo (12), lo que explica el orden de la aparicion de los sintomas.

La comprension de los mecanismos que subyacen la enfermedad, asi como del papel fisiologico
de los péptidos amiloides nos puede llevar a comprender mejor el desarrollo de la EA y
posiblemente abrir la puerta a un diagndstico temprano y un posible tratamiento. Es por esta
razon que estudiar el hipocampo en presencia del péptido AP antes que se produzcan lesiones
cerebrales evidentes es pertinente. Se conocen los efectos del AP a nivel celular, pero existen
muy pocos estudios sobre su inferencia en la actividad oscilatoria de los circuitos cerebrales.

Los desequilibrios a nivel celular alteran las oscilaciones neuronales las cuales se ven reflejadas
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en los registros electrofisioldgicos y detectar estos cambios nos permitiria realizar un analisis

funcional del sistema completo in vivo.

Desde los primeros registros electroencefalograficos (EEG) realizados por Hans Berger (13),
la actividad oscilatoria cerebral, ha sido asociada con procesos cognitivos. Desde entonces, los
avances en técnicas neurofisioldgicas, los métodos de adquisicion, la capacidad computacional
y procesamiento de sefiales han permitido obtener importantes descubrimientos acerca de la
funcion de estructuras cerebrales especificas y su relacién con el comportamiento y los

procesos cognitivos (14).

El analisis de registros neurofisiolégicos puede requerir diferentes enfoques metodolégicos con
diversos niveles de complejidad, que van desde la cuantificacion de la amplitud y la latencia
en registros en neuronas individuales hasta el analisis de la actividad coordinada de una red de
las sefales registradas de respuestas en varios cientos de miles de neuronas individuales.
Adicionalmente, la variabilidad en procedimientos y protocolos experimentales, asi como la
diversidad del tipo de informacion que se busca extraer de los registros aumentan la
complejidad. Para realizar estos analisis, se extraen de manera manual un nimero alto de
mediciones, este es un proceso tedioso que consume gran cantidad tiempo, es subjetivo y

limitado.

En este sentido, desarrollar una herramienta que permita llevar a cabo los estudios de forma
semiautomatica, aprovechando el conocimiento del experimentador y la velocidad de una
interfaz grafica, asi como la implementacion de métodos que no se pueden realizar de manera
manual, permitira entender mejor el sistema que queremos estudiar y puede aportar claridad y

un mejor entendimiento de los procesos de la EA.

En este documento se presenta el marco teorico de lo que conocemos del origen y funcion de
las diferentes oscilaciones cerebrales que se van a estudiar, asi como el trabajo realizado
durante la presente tesis doctoral. En el primer capitulo se mostraran en detalle los métodos de
analisis existentes, asi como la forma en la que se implementaron en la herramienta BOARD-
FTD-PACC (software desarrollado durante la presente tesis). En el capitulo 2, presentaremos
los efectos in vivo de microinyecciones intrahipocampales de AP sobre la transmision sinaptica
y la plasticidad de CA3 a CA1 (cCA3 a CAl) comisural, y la actividad oscilatoria en el
hipocampo, los cuales se podrian usar como biomarcadores tempranos de la EA.
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2.  Marco teorico

2.1. Ritmos cerebrales

2.1.1. Breve historia de la electroencefalografia

Las raices de los estudios de electrofisiologia se remontan a investigaciones realizadas por
cientificos como Luigi Galvani (1737-1798), Alessandro Volta (1755-1798), George Ohm
(1787-1854) y Michael Faraday (1791-1867). Ellos generaron una comprension general de los
potenciales eléctricos y de la corriente, demostrando asi que los organismos y sus tejidos
pueden generar actividad de este tipo y la importancia de su rol en procesos biologicos tales

como el movimiento muscular (15).

En el caso particular del tejido cerebral se realizaron avances muy importantes. Por ejemplo,
Richard Caton (1842-1926) en 1874, usando un galvanometro reflector, proyecté ondas
cerebrales de simios y conejos, en donde observo que éstas aumentaban en el suefio y
desaparecian en el momento de la muerte. Mas tarde en 1890, Adolf Beck mediante estudios
en ranas, caracterizé la respuesta cerebral a la estimulacion sensorial (1863-1942), encontrando
asi respuestas evocadas, asi como actividad espontanea de los potenciales cerebrales (16). Por
otro lado, en 1913 Vladimir Pravdich-Neminsky (1879-1952), publico el primer
electroencefalograma (EEG) y registro de potenciales evocados en el cerebro de un mamifero
(13).

El primero en registrar las variaciones del cerebro humano fue el neurélogo y psiquiatra aleman
Hans Berger (1973-1941) (Figura 1), quien, experimentando en el mismo y en su hijo, registrd
los primeros EEG en humanos en 1924 (13). Sus descubrimientos fueron publicados en 1929,
asi como la caracterizacion de los ritmos “a”, los cuales en 1937 fueron confirmados (17).
Finalmente, los primeros registros invasivos fueron realizados por Otfrid Foerster (1873-1941)
y Herbert Altenburger (18).

15
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Figura 1.
Hans Berger (1873-1941). En la parte izquierda se muestran los primeros registros de EEG
en humanos (19).

El desarrollo de nuevos sistemas de adquisicion, y los avances en las cirugias estereotaxicas y
en los electrodos, han llevado a nuevas técnicas de registro estandar utilizadas actualmente
tanto en clinica como en investigacion. Existen diferentes tipos de EEGs, los que miden sefiales
en la superficie (con electrodos ubicados en cuero cabelludo) y los intracraneales, que son de
caracter invasivo. Para estos ultimos existen electrocortigramas (ECoG) y registros de
profundidad (20); cada una de estas técnicas tiene objetivos y alcances diferentes.

2.1.2. Oscilaciones del cerebro humano

Los ritmos y patrones periddicos de actividad se pueden encontrar en diferentes especies, las
cuales son producto de condiciones ambientales e internas del propio individuo, como por
ejemplo los ciclos circadianos (21). Esta actividad ritmica se encuentra a diversas escalas y en
los sistemas de nuestro cuerpo. En el caso del cerebro, existen actividades oscilatorias tanto en
la corteza, como en estructuras particulares e incluso en grupos neuronales particulares que

pueden ser detectadas y medidas mediante electrodos de superficie (Figura 2) (22)Figura 2.

16



Amplifier EEG
()

==

s - EEG electrode

- . ‘_h SO FESE SO R A.‘ -
w‘épﬁef A QOERRRe s 6%6'?9 "o,

s T Ry
A2 T =

g e e
¢ o ?ar:,,v;,‘? Skull

Dura

mater
Arachnoid
Subarachnoid
space

Pia mater

Efferent
axon

Figura 2.
Registro de EEG superficial. (22)

En efecto, cuando se transmite informacion en la sinapsis entre dos neuronas, se generan
corrientes extracelulares en las dendritas de la neurona receptora, llamados potenciales post
sinapticos (Postsynaptic potentials PSP). Estas corrientes se transmiten en el cerebro y pueden
ser registradas por un electrodo. Cuando un grupo de neuronas disparan sincronicamente en
respuesta a un estimulo, se puede medir un cambio en el voltaje del EEG, Ilamado potencial
evocado relacionado a un evento (Event Related Potential ERP), el cual se puede observar
como un pico, o un valle, segin la orientacion de las neuronas en la onda registrada por el
electrodo (22). En algunas ocasiones, ya sea debido a un estimulo o de manera espontanea,
grupos de neuronas disparan de manera sincrénica y periodica, generando una onda cuasi-
periodica que refleja la actividad colectiva de una region del cerebro y por ende, la actividad
registrada por EEG tiene un patron oscilatorio. Cuando un grupo de neuronas esta generando
sefiales periddicas, estas se transmiten a otros grupos neuronales conectados al grupo emisor.
La respuesta colectiva de este segundo grupo de neuronas, también se vera registrada en el
EEG con una latencia mayor. Estas conexiones funcionales entre diferentes regiones cerebrales
se ven reflejadas en una sefial oscilatoria en el EEG. Este comportamiento colectivo de las

neuronas es una mezcla de ritmos.

El tejido cerebral no es uniforme y esta organizado de manera funcional. Estas sefiales varian
segun la ubicacion de los electrodos, asi como el tipo de registro, ya sea de superficie o de
profundidad (20) (Figura 3).
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Figura 3.

Registros electrofisioldgicos a diferentes escalas. A- Registro macroscopico con electrodos
superficiales (EEG), registro mesoscopico mediante electrocorticografia (ECoG) y
potenciales locales de campo (Local Field Potentials LFP) adquiridos con electrodos
implantables. B- Registro mesoscopico y microscopico utilizando un tetrodo (extracelular) y
una micropipeta de vidrio (intracelular). Registro de potenciales de accion extracelulares
(extracellular action potential EAP) y potenciales de accion intracelulares (action potentials
AP) registrados en una neurona piramidal. (23)

Las redes neuronales de la corteza de los mamiferos se generan en bandas oscilatorias distintas,
que cubren frecuencias inferiores a 0,05 Hz hasta 600 Hz (24). Una de las clasificaciones méas
comunes, para estas bandas, fue introducida en 1974 por la Federacién Internacional de
Sociedades para Electroencefalografia y Neurologia Clinica, la cual sigue la tradicion de
Berger de usar letras del alfabeto griego y determina limites relativamente arbitrarios: & (0.5-4
Hz), 6 (4-8 Hz), a (8-12 Hz), B (12- 30 Hz), y (superiores a 30 Hz) (Figura 4) (24). Esta
clasificacion nace de los limites tecnolégicos de la época y no tiene en cuenta que una
oscilacion detectada en la misma region cerebral durante una tarea puede cambiar segun la
especie, la edad y el estado del sujeto. Por ejemplo, la actividad 6 registrada en el hipocampo
de un animal anestesiado y uno despierto puede variar de 2-6 Hz hasta 5-10Hz (24). Por esta
razon, una clasificacion funcional o espacial de las oscilaciones seria de gran utilidad, sin
embargo, ya sea por desconocimiento, falta de tiempo, costo, falta de personal o por tradicion,

no la tenemos todavia.
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Figura 4.
Bandas o rangos de frecuencia. (24).

Las oscilaciones neuronales se observan en muchas escalas espaciales y temporales (25), en
general siempre podemos observar actividad en todas las bandas de frecuencia, algunas son
predominantes segun el estado de alerta del sujeto, o el lugar donde se registre. En muchas
ocasiones podemos asociar a diferentes funciones cognitivas la actividad acoplada en dos
bandas diferentes (26).

2.1.2.1.0scilaciones de baja frecuencia

Definimos como sefiales de baja frecuencia o lentas las bandas &, 8 y a, estas se encuentran
con mayor prominencia durante los estados de relajacion y suefio. Las ondas de baja frecuencia
se relacionan con procesos homeostaticos (27), caracteristicos de actividades “internas”. El
suefio es un ejemplo de como se autoorganiza el cerebro, es una actividad independiente de

estimulos externos y se desarrolla de manera natural y deterministica.
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En la actividad lenta, el talamo participa en diferentes procesos, actuando como marcapasos y
generando conexiones funcionales basadas en la modulacion de actividad rapida en diferentes
fases de las bandas lentas. El papel que juega en la generacion de estas oscilaciones no se ha
caracterizado completamente, pero sabemos que las conexiones talamocorticales estan

relacionadas con su origen (28).
2.1.2.2.0scilaciones de alta frecuencia

Definimos como sefiales de alta frecuencia o rapidas las bandas S, y y las oscilaciones de alta
frecuencia (HFO- High Frequency Oscillations por sus siglas en ingles), estas se encuentran
con mayor prominencia durante los estados de vigilia y atencion (29). Los estudios de actividad
rapida estan fuertemente ligados a avances tecnologicos, puesto que a medida que mejora
nuestra capacidad de registrar y almacenar oscilaciones neuroldgicas con frecuencias de

muestreo mayores, podemos registrar actividad cada vez mas réapidas.

La actividad en alta frecuencia se ha ligado a procesos cognitivos, motores y sensoriales
complejos (30-32) y se detectan en diversas regiones del cerebro; esto sugiere que tiene
origenes y funciones diversas. Sin embargo, estas se agrupan por el hecho de que oscilan en el

mismo rango espectral, lo cual dificulta su estudio.
2.1.2.3.Interacciones entre frecuencias

Podemos caracterizar algunos mecanismos y funciones de la actividad neuronal, en los cuales
evidenciamos claramente la presencia de un ritmo dado en un proceso cognitivo, 0 una region
y circuito particular. Adicionalmente, observamos que existen interacciones entre las bandas
de frecuencia asociadas a dichos procesos. El analisis del acoplamiento caracteriza la
interaccion entre las oscilaciones a través de las bandas de frecuencia. Se han descrito
diferentes tipos, incluyendo fase-fase (Phase-to-Phase Coupling PPC), amplitud-amplitud
(Amplitude-Amplitude Coupling AAC), fase-amplitud (Phase-to-Amplitude Coupling PAC) y
sincronia o coherencia de fase (Phase Coherence PC). Esta interaccion se puede observar en

una misma estructura (33), o entre dos regiones distantes (34).

Los estudios sugieren que estos acoples juegan un rol funcional en los diferentes procesos
cerebrales. Esto ha llevado al desarrollo de técnicas tanto de registro como de andlisis de alta

resolucion (espacial y temporal) para poder extraer esta informacion de los datos (26,35,36).
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Estas relaciones no son fijas, cambian a lo largo del desarrollo neuronal, con la edad, y en
algunas patologias (37). La adquisicion, estudio y caracterizacion de estas interacciones,

acoples y modulaciones es fundamental en la comprension de las oscilaciones neuronales.
2.1.3. Relacién en la actividad oscilatoria cerebral y la funcién cognitiva
2.1.3.1.0scilaciones 6 (modulacién)

Las oscilaciones § son prominentes durante el suefio profundo (22), en regiones cerebrales
lesionadas o con encefalopatia (38,39) y en registros occipitales de bebés despiertos (40).
También aparecen durante diferentes procesos cognitivos, por ejemplo, durante algunos
procesos que implican concentracién, tales como los calculos mentales en donde se ha
observado que las oscilaciones & aumentan en el 16bulo frontal (41), esto se relaciona con un

indicador de atencion interna (42).

Es importante mencionar que la fase de la oscilacion & determina la excitabilidad del circuito
en tareas que pueden ser anticipadas, 0 que no representan reacciones a estimulos externos (43).
Esto lleva a pensar que existe un mecanismo de control, que permite bloquear reacciones ante
este tipo de estimulos. Durante procesos de atencion podemos registrar claramente actividad y,
por lo tanto, las oscilaciones de baja frecuencia (8) parecen regular el nivel de la aparicion de
la actividad rapida (y) (44).

2.1.3.2.0scilaciones 8 (memoria, movimiento y sincronizacion)

La mayoria de los estudios realizados en esta banda se ha llevado a cabo en ratas despiertas.
Uno de los trabajos mas importantes es la caracterizacion de las neuronas de lugar “place cells”
(45), estas neuronas se activan en regiones especificas “place fields” del entorno que la rata
estd explorando. Mientras que el animal se encuentre en un campo “field” determinado, sus
neuronas de lugar disparan en una fase tardia de 6, a medida que el animal se desplaza, las
neuronas disparan en fases cada vez mas tempranas, esto se conoce como precesion de la fase
0 (46).

Este fendbmeno implica que estas activaciones juegan un rol importante en la comunicacién
entre regiones, para la cual es esencial la fase del ciclo 6 (47). Esto se lograria gracias a la
sincronizacién de fase entre regiones, fendmeno que se ha detectado en estudios de memoria

(48). Las oscilaciones 8, no s6lo modulan la activacion neuronal, sino que también modulan
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oscilaciones en bandas mas rapidas, como y (49). Acoples 8 - y en diferentes frecuencias se
han detectado en las conexiones de corteza entorrinal y de CA3 a CAL, en el hipocampo (50),

asi como en regiones corticales durante procesamiento de memoria de corto y largo plazo (51).
2.1.3.3.0scilaciones a (inhibicion y reposo)

Berger en 1929, reportd por primera vez, que al cerrar los 0jos se puede observar el aumento
en la amplitud de las oscilaciones a en el 16bulo occipital de la corteza visual. En principio,
esto esta asociado con un estado de descanso y relajacion en la vigilia. Se puede observar

cuando el sujeto esta despierto, pero no esta realizando una tarea en particular.

Esta idea se ha ido desafiando a medida que varios estudios muestran la presencia de o cuando
se realiza una inhibicion activa, cuando se busca suprimir o enfocar la atencion dandole un rol
principal en el proceso de informacion (52). Las oscilaciones a parecen modular la atencion,
vemos un aumento durante procesos de atencion espacial, cuando la informacién visual es tan
importante (53), y aumenta cuando se inhibe el estimulo de informacién irrelevante (54,55),

regulando la atencién prestada a la informacion somatosensorial (56) y auditiva (57).

El procesamiento de informacién visual realizado en la corteza se ha caracterizado por
actividad y en la capa superior de la corteza visual, y por actividad o detectada en capas mas
profundas. La potencia de estas dos bandas esta anti correlacionada, indicando la modulacion
de a en procesos de atencién visual (58). En procesos de memoria se detecta una interaccion
entre la banda a y la 8, tanto en amplitud como en acople de fase segln el tipo de memoria
(59). Durante los procesos de recuperacion, 8 se comporta como una onda viajera que muchas

veces tiene anidada actividad o (60).

Las oscilaciones a tienen un rol inhibitorio en la atencion de informacion irrelevante para una
tarea (61), sin embargo, estan presentes en muchos procesos neuronales y su estudio es un area

de gran interés.
2.1.3.4.0scilaciones B (sistema motor)

Las oscilaciones S estan relacionadas al sistema motor (62), su amplitud aumenta durante
contracciones musculares y disminuye en la anticipacion de movimiento activo (63). Se ha
asociado al intercambio de informacion entre la corteza motora y el tejido muscular, ya que se

observa coherencia entre el EEG y el electromiograma (62). En este sentido, se ha ligado en
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algunos casos a la toma de decisiones (64), lo que podria explicar su presencia en el sistema

motor debido a un proceso de decisiones conscientes durante el movimiento.
2.1.3.5.0scilaciones y (procesamiento de informacion)

Las Oscilaciones y son actividades répidas que estdn generalmente ligadas a activaciones
focalizadas en procesamiento de informacion, su presencia generalmente se ve ligada a la
modulacion por una frecuencia mas lenta, lo que permitiria ese efecto de sincronia en un grupo
de neuronas. Se han asociado a procesos visuales (30), de atencion (31), memoria (32), asi
como diferentes regiones cerebrales, como la corteza (65), el hipocampo (66) y el talamo (67),
entre otras. Adicionalmente, las oscilaciones y estan presentes en muchos de los procesos
cognitivos, sin embargo, debido a su variedad se hace dificil su caracterizacion y estudio, ya

que estan determinadas por frecuencia y no por su rol funcional.
2.2.  Mecanismos neurobioldgicos de las oscilaciones cerebrales

2.2.1. Oscilaciones de baja frecuencia

Se ha propuesto que las oscilaciones & son generadas por una interaccion entre las neuronas
reticulares talamicas (RE), las talamocorticales (TC) y la excitacion cortical de las neuronas
reticulares. Las neuronas TC se proyectan con conexiones excitatorias a la corteza y a las
neuronas RE, para generar husos, las RE inhiben las TC a través de receptores y, cuando la
conductancia de las neuronas RE se modifica de manera que se vuelven menos sensibles a la
entrada excitatoria de las neuronas TC, se reduce la inhibicion de las neuronas TC, generando
asi el ritmo & (43) (Figura 5).
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Figura 5.
Acoplamiento fase-amplitud para la plasticidad sindptica A - PAC del huso del suefio con las
oscilaciones lentas generado en el ciclo cortico-talamo-cortical. B - Impacto del avance de
fase como mecanismo general para la plasticidad sinaptica. (68)

La actividad 6 esta presente tanto en somnolencia como en vigilia, espacialmente se observa
principalmente en la corteza y en el hipocampo, lo que puede sugerir que existen diferentes
tipos de 6, con distintos mecanismos subyacentes. Tipicamente se asocia a la interaccion entre
diferentes regiones neuronales y es dificil de explicar por un modelo local (69). Sabemos que
el septum medial juega un papel importante en la generacién del ritmo 6 hipocampal (70) y
provee un impulso colinérgico altamente relacionado con su amplitud (71). Adicionalmente,
las interneuronas GABAGérgicas del septum medial se proyectan sobre interneuronas del
hipocampo afectando su fase (72). Actualmente sabemos que procesos intra hipocampales son

esenciales para la generacion de ritmo 6, y que pueden ser generados de forma autonoma (73).

Como lo vimos anteriormente, las oscilaciones o se pueden observar muy claramente tanto en
el talamo como en la corteza (74,75), especialmente en la region occipital al cerrar los ojos, se
detectan cuando el sujeto estd despierto y relajado. Todavia se debate qué region es la
generadora principal de este ritmo, aunque es probable que tenga su origen en la interaccion de
estas dos estructuras (76). Una primera aproximacion en estudios animales muestra que el
nucleo geniculado del talamo recibe informacion desde la retina y la transmite a la corteza
visual. El talamo tiene un grupo particular de neuronas TC con un umbral de disparo alto, estas
estan conectadas con uniones gap y generan picos sincronizados en a (77). Sin embargo, la
mayoria de las proyecciones que llegan al I6bulo occipital desde el talamo son neuronas en

24



modo de relevo (78) que transmiten la informacion y no oscilan a una frecuencia particular. Un
modelo propuesto, es que las neuronas TC de umbral alto proyectan sobre interneuronas
GABAérgicas locales (79) que siguen una actividad a, modelando asi las que estan en modo
de relevo (80).

En la banda de frecuencia a también se encuentran los husos del suefio, los cuales aparecen
simultaneamente con la actividad & en esta actividad (81). El origen de estas oscilaciones se
relaciona al nucleo reticular y aparecen cuando hay una inhibicion general relacionada al suefio
(82).

2.2.2. Oscilaciones de alta frecuencia

La generacion de la actividad rapida ha sido ampliamente estudiada debido a su presencia en
multiples procesos tales como: actividad y en procesamiento visual (83), oscilaciones y
moduladas por ondas 6 en mecanismos de memoria en el hipocampo (50) y actividad 8 en
actividad motriz (84). Aungue presente, su funcién puede ser debatida (85), ademéas su
deteccidn esta ligada a la frecuencia a la que oscila y no al circuito subyacente que las produce.
Lo més probable es que estemos agrupando muchos tipos de respuestas debido a su actividad
espectral (86).

Actualmente se conocen dos circuitos principales para actividad rapida y generacion de
actividad y: red interneuronal y (ING) y red piramidal-interneuronal y (PING) (87), con sus
equivalentes para la banda g red interneuronal g (INB) y red pyramidal-interneuronal 8 (PINB)
(88).

El mecanismo ING se refiere a la interaccion entre dos interneuronas conectadas con sinapsis
GABAérgicas. La neurona tiene una retroalimentacion inhibitoria, una vez estimulada, dispara
activando la neurona GABAGérgica inhibitoria que la hiperpolariza, la duracion de la inhibicion
esta ligada al receptor y dura entre 10 a 20 ms lo que resulta en un ritmo gama de 50-100Hz
(43). Estas conexiones se pueden encontrar entre dos neuronas; en el caso en el que se disparan
al tiempo se inhiben al tiempo, o pueden disparar de manera oscilatoria generando asi diferentes

oscilaciones.

Por otro lado, el mecanismo PING, también acopla dos poblaciones neuronales, excitatorias e
inhibitoria. Las excitatorias proyectan conexiones AMPAEérgicas a las inhibitorias, quienes
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tienen conexiones GABAEérgicas, estas se estimulan con un pequefio retraso generando asi un

estado oscilatorio (89).

Existen muchos tipos de neuronas inhibitorias y varian en diferentes regiones cerebrales donde
encontramos oscilaciones y. Sabemos ademas que estos dos mecanismos no siempre explican
la presencia de actividad rapida (90), de tal manera que no conocemos todos los mecanismos
subyacentes al ritmo y. Grupos de neuronas piramidales disparan en conjunto de manera
espontanea, esta actividad activa neuronas de canasta parvalbumina-positivas, generando

rafagas de actividad rapida, ripples, fijadas en fase (91).

En los sistemas de generacion de f observamos una hiperpolarizacion més lenta debido a
canales de potasio. En ocasiones las neuronas excitatorias se activan a si mismas, lo que hace
que se “salten” un ciclo en cada activacion resultando asi en una actividad S (43), sin embargo,

este mecanismo no explica todas las activaciones de la banda £.

Existe una actividad atn mas rapida, los HFO, que se encuentran de manera patoldgica, como
en epilepsia, pero también fisiolgica. Se han descrito algunos mecanismos para su generacion
gue combinan oscilaciones intrinsecas de la membrana y circuitos sinapticos, que en algunos
casos involucran uniones GAP (Gap Junctions) (92); su estudio es muy reciente y en muchos

casos se liga a actividad y “alta”.
2.2.3. Oscilaciones neuronales en diferentes condiciones patoldgicas

Los estudios electroencefalograficos y electrofisiol6gicos han sido utilizados en el diagnéstico
de diferentes enfermedades desde su invencidn, incluso se contemplan métodos de inteligencia
artificial para realizar diagnostico automatico basado en dichos registros, en los cuales se

observan la interaccion entre millones de neuronas (93).

La comunicacion neuronal depende de estructuras anatdmicas y de procesos de transmision de
informacion, esta transmision se realiza mediante la interaccion eficiente y sintonizada de
actividades en diferentes bandas de frecuencia (94). La importancia de la relacion y
sincronizacién entre las diferentes oscilaciones en los procesos sensoriales y cognitivos se hace
cada vez mas evidente, su delicado equilibrio garantiza el correcto funcionamiento cerebral y
las alteraciones en estos procesos aparecen en diversas neuropatologias (95). El avance en las
técnicas de registro y estudio permite ahora relacionar fallas o desajustes en estas relaciones
con diferentes enfermedades.
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La epilepsia, ha sido un ejemplo muy estudiado de alteraciones en las oscilaciones neuronales,
particularmente debido a desajustes en la sincronizacion (96). Incluso hay estudios que indican
que las variaciones en el acople entre frecuencias pueden llegar a ser utilizado para predecir
crisis (97). En la enfermedad de Parkinson, alteraciones en la actividad o y S enfatizan la
importancia del acople entre el ganglio basal y la corteza en el correcto control del movimiento
(98,99). Desajustes en los acoples entre frecuencias también se evidencian en enfermedades
psiquiatricas, como el trastorno bipolar, la depresion, y la esquizofrenia (100). En diferentes
tipos de demencias, incluida la enfermedad de Alzheimer (EA), se evidencian alteraciones en
la amplitud de las diferentes bandas espectrales (101), asi como los estados de conectividad

(102) y en los acoples de fase y amplitud entre las bandas 6 y y (103).
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3. Planteamiento del problema y preguntas de
investigacion

El presente trabajo busca identificar los efectos de dos especies toxicas del amiloide: AB25_35y
ABy_49, Sobre la neurotransmision del circuito CA3-CAl mediante un abordaje

electrofisiolgico.

De esta manera, se plantea identificar si existen alteraciones funcionales agudas, que podrian
explicar parte de los mecanismos celulares que producen alteraciones en el funcionamiento
sindptico y que, a su vez, desencadenan el déficit cognitivo temprano, antes de que una

neurodegeneracion sea establecida.

El circuito CA3-CAL es particularmente sensible a sufrir dafios debido al AP, y ademas esta
implicado directamente en los procesos de aprendizaje y memoria. Dicho circuito es
responsable de la generacion de ritmos cerebrales necesarios para el procesamiento de la

informacion.

Nuestra hipotesis plantea que las formas toxicas solubles del péptido AP afectan la actividad
oscilatoria de las conexiones CA3-CA1, asi como los mecanismos de control y de transferencia
de informacion, tal como la modulacion de la actividad rapida por la actividad lenta y la
cantidad de energia contenida en diferentes bandas de frecuencia.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar los efectos del péptido Beta amiloide 2-35 y 1-40 sobre la actividad sinaptica y

oscilatoria del circuito CA3- CA1 del hipocampo mediante registros neurofisioldgicos in vivo.
4.2. Objetivos especificos

e Desarrollar las herramientas de software que permitan medir y analizar la actividad
oscilatoria de los registros adquiridos en los dominios del tiempo, la frecuencia y el
tiempo frecuencia.

e Evaluar los efectos agudos del péptido AB,s_35 Y AB1_40 Sobre las oscilaciones en el

hipocampo y sobre la plasticidad sinéptica del circuito CA3-CA1
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5. Capitulo 1. BOARD-FTD-PACC: una interfaz
grafica de usuario para el analisis sinaptico y de

frecuencias cruzadas derivado de senales neuronales

Este Capitulo estd basado en la investigacion realizada en conjunto con Mario Valderrama,
Francisco Alejandro Munera Galarza y Mauricio O. Nava-Mesa publicada en el articulo:
“BOARD-FTD-PACC: a graphical user interface for the synaptic and cross-frequency
analysis derived from neural signals”. Publicado el 8 de mayo del 2023 en la revista “Brain
Informatics” de la editorial Springer con ID 37155028 (104).

5.1. Marco tedrico

5.1.1. Caracterizacion de las oscilaciones cerebrales

El objetivo de los analisis de la actividad oscilatoria neuronal es entender los procesos de la
cerebrales como memoria, lenguaje, percepcion y emocion, y ligarlos a procesos fisioldgicos
dindmicos del cerebro a través del estudio de las ondas eléctricas y electromagnéticas que se

producen mientras éste lleva a cabo dichos procesos cognitivos (105).

Los dltimos afios avances tecnoldgicos en los procesos de adquisicion, almacenamiento y
analisis han permitido identificar informacion contenida en las sefiales registradas, esto nos
lleva a entender mejor diferentes procesos cerebrales (35). Entender estos registros determina
el estado de alerta, 0 somnolencia (106), la respuesta a diversos estimulos (107) e incluso
realizar diagnosticos (105,108).

El analisis de registros neurofisioldgicos puede requerir diferentes enfoques metodolégicos con
diversos niveles de complejidad, que van desde la cuantificacion de la amplitud y la latencia
en registros unicelulares hasta el analisis de la actividad coordinada en red de varios cientos de
miles de neuronas activas (redes cerebrales a gran escala). Estos andlisis se pueden realizar en

diferentes dominios (tiempo, frecuencia) para asi extraer diversos tipos de informacion.
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En el dominio del tiempo se mide actividad sincrénica, generalmente ligada a un estimulo
(Event Related Potential-ERP) con el objetivo de identificar los cambios en la actividad
eléctrica global de un grupo de neuronas. Medir la actividad sincrénica en una region especifica
nos permite entender como responde el cerebro a un estimulo determinado. Por lo que estudiar
cambios en estas respuestas derivadas de variaciones en las condiciones de estimulacion, puede
explicar como y donde se procesa la informacion (107). Estos andlisis se han estudiado con

técnicas sencillas desde hace décadas y no requieren sistemas computacionales avanzados.

Por otro lado, si la actividad no es sincronica, proveniente de una actividad espontanea o no
esta ligada a un estimulo particular, es muy probable que no sea visible en el promedio de los

diferentes ensayos o trials, ya que solo estara presente en una de las ventanas que se promedia.

En el dominio de la frecuencia, se mide la actividad ritmica del cerebro, como se ilustro
anteriormente. La actividad eléctrica cerebral tiende a ser oscilatoria segun el tipo, la ubicacion
y el nimero de neuronas implicadas en un proceso. Dicha actividad genera una frecuencia
especifica, al representar los registros en el dominio de la frecuencia, se revela que tan
prevalente es cada ritmo durante el registro; es un método sencillo, muy estudiado, pero no
muestra el momento donde cambia la actividad. Adicionalmente, este método trata los datos

como si fueran constantes o estacionarios y la actividad cerebral es por el contrario dinamica.

Como uno de los mayores intereses de los analisis de registros neurofisioldgicos es estudiar las
fluctuaciones que acompafian los procesos cognitivos, es interesante combinar estos dos
dominios y estudiar el tiempo-frecuencia. En este caso, se muestra como varia la actividad
frecuencial o espectral en el tiempo, y busca encontrar un equilibrio entre la precision temporal
y la resolucién en frecuencia que permite hacer analisis mas completos. Cabe resaltar que el
estudio tiempo-frecuencia es un método exploratorio que permite extraer mas informacion de
las sefiales, siendo una técnica mas compleja, que requieren mayor capacidad computacional y

es la base para otros estudios, tales como conectividad o acople.

La informacidn extraida con estos métodos iniciales puede ser estudiada méas a fondo,
entendiendo como interactdan las oscilaciones en diferentes regiones cerebrales y en diferentes
rangos de frecuencia. En el caso del acoplamiento de frecuencias cruzadas (Cross-Frequency
Coupling CFC) se puede estudiar desde diferentes perspectivas, como el acople entre fases
(Phase-to-Phase Coupling PPC), el acople entre amplitudes (Amplitude-to-Amplitude
Coupling AAC) y el acople entre fase y amplitud (Phase-to-Amplitude Coupling PAC).
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La coherencia de fase (Phase Coherence PC) es otro método que nos permite inferir
informacion de los registros. Estos analisis dan claridad sobre como se comunican entre ellas
diferentes regiones cerebrales. Estas técnicas de analisis nos permiten entender relaciones y
conexiones entre regiones o procesos. En los dltimos afios se han hecho muchos avances con
estas técnicas lo que ha revelado informacién muy valiosa y ha aumentado la comprension que

teniamos del funcionamiento cerebral (109).

El proceso de analizar estos registros neurofisiologicos depende del tipo de informacion que se
busca obtener, del protocolo experimental, del origen de las sefiales, entre otros muchos
factores. Esto implica buscar la(s) técnica(s) mas adecuada(s) para extraer informacién
significativa y presentarla de forma intuitiva y sencilla. Debido a la compleja naturaleza de las
sefiales neuronales, se pueden aplicar una enorme variedad de técnicas desarrolladas en

matema@ticas, ingenieria y ciencia de datos en las Ultimas décadas.

Para obtener resultados, es necesario contar con diferentes herramientas para la visualizacion
y el analisis de datos, ademés de conocimientos avanzados de programacion. Las soluciones
actuales estan destinadas a un tipo de andlisis muy especifico de datos, generalmente son

costosas Yy no incluyen una interfaz grafica.
5.1.2. Herramientas de analisis y visualizacion

La aplicacién de procedimientos analiticos avanzados requiere habilidades especificas en
métodos matematicos complejos y de programacion. Para facilitar este proceso a personas no
expertas en estos temas, se generan interfaces de usuario o aplicaciones de software que llevan
a cabo dichos métodos analiticos. Sin embargo, las aplicaciones generales tienen algunas
limitaciones; pueden haber sido disefiadas para fines particulares y, por lo tanto, pueden no ser

facilmente personalizables, ser costosas o no estar disponibles al pablico.

En general existen dos tipos de programas, los que estan destinados a estudiar sefiales macro,
los cuales generalmente permiten el estudio de muchos canales de registro, cuentan con
herramientas de analisis de acople y los que se enfocan en estudiar la actividad micro, que

permiten caracterizar respuestas sinapticas.

A continuacion, presentaremos algunas herramientas representativas e interesantes a conocer:
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Entre las herramientas orientadas a sefiales EEG, el mas completo y conocido es EEGLAB
(110), un toolbox de MATLAB (The Mathworks, Inc.) muy completo y de gran alcance,
orientado a registros ‘“scalp” que constan de varios canales y requieren técnicas de
preprocesamiento. Permite visualizar y estudiar diferentes canales de registro, tiene funciones
para caracterizar los ERPs en dominios de tiempo y frecuencia, hacer analisis de componentes
independientes, cuenta con PACTools (111) que permite aplicar diferentes métodos de PAC,
es una herramienta versatil ya que se puede utilizar interfaz grafica, o en codigo original. Es
una herramienta tan completa que es necesario hacer “pipelines” de anélisis, lo que implica una
gran familiaridad y entrenamiento con la herramienta y con el lenguaje de MATLAB, de lo

contrario es dificil ajustar los parametros del experimento que se desea analizar.

Ademas de EEGLab, otros softwares como Fieldtrip (112) también desarrollado en MATLAB
no es una interfaz gréfica, requiere habilidades de programacion, esta orientada a diferentes
tipos de registros (EEG, EMG) y cuenta con una funcion bésica de segmentacién, donde se
divide el registro en ventanas de tiempo determinadas por un estimulo, pero no funciona al

aumentar el nimero de estimulos.

Otra herramienta es Brainstorm (113), desarrollada en MATLAB que esta orientada a analizar
actividad cortical (EEG, EMG) aplica los diferentes métodos a ventanas de tiempo
determinadas y puede calcular promedios, pero no segmenta en ventanas de tiempo

determinadas por un estimulo, estas también son llamadas épocas o trials.

MNE (114) y Tensorpac (115) son otras herramientas, desarrolladas en python, no son
interfaces gréficas, también orientada a registros scalp, y los datos se deben ingresar
segmentados. Todas estas herramientas son capaces de estimar PC, PAC y realizar diversos

analisis en el dominio de tiempo-frecuencia.

Las herramientas presentadas anteriormente, requieren sin embargo conocimientos avanzados
de programacién, muchos no incluyen una interfaz grafica, no permiten la segmentacion

automatica o sélo implementan un método de estimacién del PAC.

En cuanto las herramientas orientadas a estudiar la actividad sinaptica, existe una gran cantidad,
una de ellas es Neuromatic (116) una interfaz que funciona en tiempo real durante la
adquisicion de los datos, permite realizar mediciones asi como deteccién de eventos dado un
umbral y hacer algunos andlisis como filtrado, promediado y Transformada rapida (Fast

Fourier Transfom FFT), pero no hace segmentacion, para lograrlo, es necesario exportar los
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datos y analizarlos con otras herramientas. Otro ejemplo es MiniAnalysis (Synaptosoft,
Decatur, US) que esta orientado a estudiar actividad espontanea, realiza estadisticas con la

actividad que detecta, pero no hace segmentacion.

Herramientas como Minhee Analysis Package (117), Easy Electrophysiology v2.3 (Easy
Electrophysiology Ltd., UK), pClamp 11 (Molecular Devices) y WCP Strathclyde
Electrophysiology Software, que se centran en la deteccion y cuantificacion de eventos
postsinépticos, analisis de potenciales de accion y filtrado, entre otras muchas funciones. Pocos
de ellos disponen de herramientas para el analisis espectral de potencia, como la transformada
rapida de Fourier (FFT) o la densidad espectral de potencia (PSD), y ninguna de ellas cuenta

con herramientas especificas para el analisis de frecuencias cruzadas.

Las herramientas disponibles son insuficientes para llevar a cabo todos los anélisis de manera
rapida y precisa, estos son necesarios para el logro del objetivo general de esta tesis, por esta
razon desarrollamos BOARD-FTD-PACC (Brain Oscillations Analysis and Resourceful
Display in Frequency and Time Domains Plus Phase Amplitude Coupling and Coherence) en
MATLAB que integra varios procedimientos analiticos en una interfaz Unica y ajustable. Es
una herramienta disefiada especificamente para el andlisis neurofisiolégico de diversos
registros realizados en el laboratorio de neurofisiologia comportamental de la Universidad
Nacional, incluyendo el andlisis sinaptico y de redes a gran escala, es accesible, facil de usar,
confiable practica y se ajusta a diversas configuraciones experimentales. Se escogio MATLAB
porque es flexible, versatil, ajustable y permite realizar aplicaciones de interfaz gréfica, y

finalmente, es un lenguaje ampliamente utilizado en la comunidad cientifica.
5.2. Metodologia

Utilizando MATLAB desarrollamos una interfaz grafica de usuario BOARD-FTD-PACC,
donde se implementaron diferentes técnicas matematicas y de analisis con el fin de extraer
informacidn de las sefiales electroencefalograficas en diferentes dominios. A continuacion, se

describen los métodos desarrollados en este trabajo.
5.2.1. Caracterizacion en el dominio del tiempo de las oscilaciones

Desde que existen técnicas para adquirir sefiales se realizan analisis en el dominio del tiempo

y por lo tanto existen muchos referentes y una gran variedad de aplicaciones tales como
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hipnogramas para estudiar los diferentes estados del suefio (118), registro de crisis epilépticas

para determinar caracteristicas de la patologia (119), entre otros (120-122).

Las sefiales se pueden caracterizar haciendo mediciones de la actividad neurofisioldgica a
través de medidas de amplitud, latencia y pendientes. Adicionalmente se determinan los
momentos en los cuales se alcanzan los valores maximos o minimos, asi como el valor
promedio en reposo, con lo cual se obtiene una linea de base para su comparacion. Se puede
estudiar también la forma de las ondas, la densidad de los picos, la presencia de patrones

conocidos, entre otros.

Los registros neuronales pueden ser muy diversos, en las siguientes graficas vemos algunos
ejemplos con o sin estimulo donde podemos observar que al estimular periédicamente

obtenemos trials, que se pueden promediar o estudiar de manera individual.

Registro sin estimulo (Figura 6):
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Figura 6.

Registro intracraneal in vivo sin estimulo de la corteza motora de una rata anestesiada.

Registro con estimulo (Figura 7):
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Figura 7.
Registro intracraneal in vivo de la corteza motora de una rata anestesiada, estimulando
eléctricamente el parche de vibrisas
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5.2.1.1.Promedios y potenciales relacionados a eventos (ERP)

Una de las aproximaciones mas importante es estudiar la actividad generada por un estimulo,

es decir, los potenciales relacionados a eventos (ERP).

Antes de la invencion de los computadores se utilizaban técnicas en las cuales se asumia que
la actividad registrada era muy ruidosa, y que Unicamente las respuestas que se repetian luego
de un estimulo eran consistentes, por lo tanto, se dividian los registros en ventanas de tiempo
que iniciaban con cada estimulo y se promediaban. Esta técnica se utilizaba de manera analoga
(123) y marca la referencia para el estudio de fendmenos somatosensoriales y cognitivos, ya
que determina con alta resolucidn temporal los cambios en la latencia de las sefiales cerebrales
(124). Sigue siendo una de las técnicas mas comunes y aceptada para el analisis de registros

neurofisiologicos y ha dado referentes tanto sensoriales, cognitivos como clinicos (107).

Existen muchas técnicas para poder cuantificar la actividad cerebral, una de ellas es el calculo
de ERPs que usa el promedio de los registros. Este promedio tiende a ser casi un orden de
magnitud menor al registro inicial, y solo permite determinar la actividad sincronica. Como

vemos en la (Figura 8), existe actividad espontanea que no se ve reflejada en el promedio:

Figura 8.
En color trials individuales, en negro promedio (ERP)

Esto puede ser util al enfocarnos en la respuesta de un estimulo puntual, ya que podemos
determinar el cambio de la respuesta ante la intensidad del estimulo, realizando curvas
input/output (In/Out) (Figura 9). Estas curvas son muy importantes ya que la intensidad de la
respuesta varia entre los individuos, determinar el estimulo que permita observar la variabilidad

en la respuesta es muy importante:
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Figura 9.
Curva In/Out Hipocampo

De esta manera se determina la intensidad de estimulacién que permite ver cambios en la
respuesta. La intensidad no debe ser tan fuerte porque satura la respuesta, ni tan débil porque
en este caso no la determina. Lo anterior, nos permite estudiar el efecto de variar la intensidad
del estimulo, asi como el efecto de la estimulacion maltiple. A continuacion, vemos como el
segundo estimulo genera una respuesta mayor al primero, este proceso es conocido como

facilitacion (Figura 10).

Figura 10 .
Facilitacion sinaptica

5.2.1.2.Técnicas de visualizacion

Uno de los problemas a los que nos podemos enfrentar es que los registros pueden ser largos,

en estos casos se requiere visualizar los datos por ventanas de tiempo de tal manera que
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podamos analizar la actividad registrada de manera correcta. En el caso de los ERPs es
importante determinar el punto donde se realizo el estimulo y visualizar el tiempo registrado
hasta el siguiente estimulo (trial o época). En ocasiones ocurre que los trials se sobreponen, a
estos casos los llamamos “butterfly plot” (Figura 11) ya que cada trial tiene un color diferente.

Butterfly plot
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Figura 11.
Butterfly plot

En este tipo de graficas es muy dificil determinar la diferencia entre trials debido a la densidad

en la imagen, por esto se pueden representar a modo de matriz (Figura 12):

Figura 12.
Representacion como matriz, en el eje y trials, en el eje x tiempo, amplitud a escala de color
y el promedio en negro.

Otra opcion, es estudiar la sefial rectificada, en este caso no es relevante el sentido (positivo o
negativos de la actividad) sino su variacion con respecto a la media medida en z-score. Para
cada trial, i, que se inicia con un estimulo (punto rojo), se calcula la raiz cuadrada, luego se
obtienen la media y la desviacion estandar para determinar el valor z-score. Estos pasos se

repiten para cada uno de los n ensayos, y luego se representan en una imagen 3D (Figura 13).
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Figura 13.
Diagrama de flujo del algoritmo para el método RMS z-score implementado.



5.2.2. Componente espectral de la actividad oscilatoria
5.2.2.1.Espectro en frecuencia

En 1821 Joseph Fourier demostré que cualquier funcion puede representarse como la sumatoria
de sefales periddicas sinusoidales (125). La transformada de Fourier (Ft) (Ecuacién 1) permite

transformar sefiales temporales al dominio de la frecuencia (126)

o)

Fx(®) = X(w) = f x(t)e ot dt

—00

Ecuacioén 1 Transformada de Fourier

Como se ve en la (Figura 14), al sumar funciones sinusoidales periddicas se obtiene una sefial

compuesta.

T

B AR ANANAN

Sefial compuesta por funciones sinusoidales.

Al aplicar la transformada de Fourier a esa sefial compuesta se recuperan las frecuencias a las

que oscilaban las sefiales que se sumaron, asi como su amplitud (Figura 15):

400 500

Figura 15.
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Transformada FFT de la sefial compuesta

En 1965 Cooley y Tukey desarrollaron un algoritmo que permite implementar esta

transformada a sefiales temporales discretas finitas, como los registros neurofisiol6gicos

digitalizados, la transformada rapida de Fourier (Fast Fourier Transform FFT) (127). Los

analisis basados en esta transformada se basan en la presuncion de estacionariedad, es decir

que asumen que la media, la varianza y la estructura frecuencial no varian en el tiempo.

Dado que la actividad cerebral es temporalmente variable, cambia al responder a un estimulo

y a procesos enddgenos, no se ajusta a los criterios de estacionariedad, por lo que los métodos

mencionados tienen una sensibilidad limitada a estos cambios en las sefiales neuronales y

reducen su resolucion en frecuencia (Figura 16) (105).

Power spectra from Fourier transform
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Figura 16.

20

Diferencia en la FFT de sefiales estacionarias y no estacionarias. (105)

La representacion en el dominio de la frecuencia nos permite determinar la presencia de

actividad en bandas determinadas de frecuencia (8, 8, 8, y), lo que a su vez nos da informacion

de los procesos fisioldgicos neuronales asociados a esa actividad (Figura 17).
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Figura 17.
Registros observados en tiempo y en frecuencia. (128)

5.2.2.2.Densidad espectral de potencia

Aunque la FFT nos da el contenido espectral de las sefiales existen aproximaciones, como el
método de Welch (129) que permite estimar la densidad espectral de potencia (Power Spectral
Density PSD). Este método calcula la distribucion de potencia en los diferentes componentes
frecuenciales de una sefial y puede utilizarse para corregir la influencia del ruido (130). Se
puede calcular la PSD relativa (131), que determina el porcentaje de energia en una banda de
frecuencia especifica, esta permite caracterizar la actividad espectral en una banda de
frecuencia en relacion con las demas, posibilitando el estudio de cambios de la potencia en una

banda en relacion a la actividad espectral general de la sefial (Figura 18).

Las sefiales de potencias en diferentes bandas estan interrelacionadas, por lo tanto, la potencia
es relativa. Si, por ejemplo, una sefial de potencia determinada no se modifica, pero la sefial de
otra banda disminuye, entonces la potencia de la primera no aumenta y sin embargo la relativa

si, y por lo tanto la prevalencia de esa primera sefial aumenta.
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Figura 18.
Densidad espectral de potencia absoluta y relativa. (132)

5.2.2.3.Filtrado y transformada Hilbert

El proceso de filtrado de sefiales es una herramienta crucial en el momento de estudiar sefiales
electrofisioldgicas. Este proceso permite eliminar frecuencias no deseadas, es decir, ruido. La
red eléctrica es una de las causas mas comunes del ruido en los registros ya que genera un
campo electromagnético que oscila a la frecuencia de 50 o 60 Hz (segln la ubicacion

geogréfica) (133).

Lo anterior, puede limitar el alcance del analisis, puesto que al manipular sefiales digitalizadas
debemos tener en cuenta que no podemos obtener informacion codificada para frecuencias
superiores a la mitad de la tasa de muestreo, debido a la propiedad de Nyquist (134). Determinar

los rangos de andlisis adecuados es importante para no hacer inferencias falsas.

Esto permite estudiar la actividad en una Unica banda de frecuencia. Tal como vimos
anteriormente, la FFT nos da informacion sobre las bandas frecuenciales en las cuales hay
actividad, pero no nos permite saber en qué momento se presenta. Como estamos analizando
sefales variables, determinar en qué momento cambia la actividad frecuencial es crucial para
el analisis correcto. Una manera de estudiar los cambios de actividad en una frecuencia

determinada es filtrar la sefial en esa banda y estudiarla en el dominio del tiempo. Para entender
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bien las variaciones es importante conocer tanto la amplitud como la fase de la sefial en esa

banda particular, esto se logra aplicando la transformada de Hilbert (Figura 19) (135).

0.5 1 1.5 2 2.5

Figura 19.
Sefial EEG intracraneal filtrada en 0

5.2.3. Representacion de las oscilaciones en tiempo-frecuencia

Para estudiar las variaciones espectrales, en un contexto temporal, se han desarrollado
diferentes métodos que permiten representar las sefiales simultaneamente en el dominio del
tiempo y de la frecuencia. Esta consideracion multidimensional puede facilitar el analisis y se

han desarrollado diferentes métodos con este fin.
5.2.3.1.Espectrograma

Un primer enfoque consistio en calcular iterativamente la FFT en ventanas temporales de una
duracion determinada, con o sin solapamiento entre ellas, asumiendo que la sefial es
estacionaria en esa duracion. Para cada FFT resultante se codifica la amplitud en color y se rota
con el objetivo de construir una visualizacion tridimensional, (espectrograma) (Figura 20)
(136).
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Figura 20.

Generacion de un espectrograma. (105)

Una restriccion de este método es que el tamafio de la ventana limita la sensibilidad frecuencial
del espectrograma y sesga los resultados (135). En efecto, el ancho de la ventana que se usa
determina la cantidad de ciclos presentes para cada frecuencia. En una ventana de 1s solo se
puede presentar un ciclo de una oscilacién a 1 Hz; pero podemos visualizar 50 ciclos de una
que oscile a 50Hz. Para cada ventana la presencia de actividad muy lenta sera indetectable y la
presencia de actividad rapida se perdera en el promedio si no es constante. Por lo tanto,
debemos tener ventanas de tamafio constante para todas las bandas de frecuencia lo cual
introduce una limitacion en la resolucion y por esta razon sélo podemos analizar rangos cortos
de frecuencia.

5.2.3.2.Escalograma - Wavelets

En 1984 Morlet y Grossman utilizaron wavelets para solucionar el problema de resolucion, a
través de ventanas temporales ajustables utilizando el nimero de ciclos de una wavelet de una
frecuencia determinada (escalograma) (Figura 21) (137,138). Para cada banda de frecuencia se
determina una wavelet y se realiza la convolucion de la sefal, esto genera una medida de
similitud entre la sefial y la wavelet en el tiempo. En los momentos donde la sefial contiene esa

actividad frecuencial, la similitud aumenta, y cuando no, disminuye, encontrando asi los
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momentos en los que se presenta actividad en esa banda determinada. El proceso se repite para

cada banda obteniendo asi la informacion en ambos dominios con una buena resolucion tanto

en tiempo como en frecuencia (35).
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Figura 21.

Generacion de un escalograma. (35)

Aunque la resolucion en ambos dominios es buena, es inferior a la de la representacion en

tiempo y la representacion en frecuencia de manera individual (Figura 22), esta representacion

no sustituye el analisis en cada domin

i0 por separado.
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Figura 22.
Representacion en tiempo, en frecuencia y en tiempo-frecuencia

Las wavelets son ondas de corta duracién y tienen un valor promedio de 0. Dichos componentes
pueden tener diferentes formas y se debe elegir una para realizar el analisis. A esta la llamamos
wavelet madre (Figura 23). Una vez elegida se debe escalar, lo que hace que se comprima o se

expanda ajustandose a representar diferentes contenidos frecuenciales (Ecuacion 2):

Prs(t) = % (t - T)

Ecuacién 2 Transformada wavelet

donde s es el escalamiento y t el desplazamiento (138)
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Figura 23.

Repositorio de wavelet madre. (139)

La wavelet Morlet (Figura 24) es el modelo gaussiano de una onda sinusoidal con mejores

resultados en el contexto del andlisis de sefiales EEG (140).
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Figura 24.

Wavelet Morlet, creada tomando una ventana gaussiana de una onda sinusoidal. (140).

Existen otros métodos de analisis como la distribucion de Choi-Williams (Choi-Williams
Distribution CWD) que basan su andlisis en el uso de kernels, generalmente en funciones
48



exponenciales en lugar de sinusoidales. Aunque puede presentar buenos resultados, necesita
un ajuste de parametros para reducir los artefactos, asi como para evitar el aliasing. Ademas,
las sefiales analizadas por CWD deben ser cortas y tiene un alto costo computacional (141). El
método mas flexible que presenta una buena relacion costo-beneficio entre resolucion, costo
computacional y flexibilidad es la wavelet Morlet, y por ello se implemento en la interfaz
BOARD-FTD-PACC.

5.2.4. Caracterizacion de las interacciones entre frecuencias

Los avances en técnicas computacionales han permitido mejorar la calidad y resolucién de los
registros electroencefalograficos, asi como la capacidad de procesamiento de las sefiales.
Gracias a estos avances se ha podido estudiar el acoplamiento de frecuencias cruzadas, es decir,
la relacion entre diferentes bandas de frecuencias. Estas relaciones pueden utilizarse para
estudiar organizaciones locales usando un unico electrodo, o conectividad entre regiones

utilizando varios electrodos.

Este acople se ha medido en diferentes especies y se puede relacionar con procesos cognitivos
(142). El estudio de estas dindmicas puede explicar como se procesa informacion en el cerebro
e identificar qué actividad se relaciona con tareas especificas (Figura 25). Es un método muy
potente, sin embargo, tiene algunas dificultades, por un lado, el espacio de busqueda es amplio
(frecuencias x frecuencias x electrodos x condiciones x tiempo) (105) lo que genera muchas
variables a controlar y por el otro, debe contar con registros de alta resolucion tanto en tiempo

como en frecuencia, es decir frecuencias de muestreo altas.

[ |Neocortex  \ \ / AL
Slow oscillations
Synchronizing . ¥ ‘ i/
feed-forward Hippocampus | Py
effect Sharp wave-ripples™ ./
Thalamus H‘ w
Spindles

Proceso de consolidacion de memoria gracias a PAC durante el suefio (143)

Figura 25.




Las interacciones entre frecuencias se pueden dar en diferentes relaciones, como el incremento
simultaneo de la amplitud en dos bandas de frecuencia diferentes (amplitude to amplitude
coupling AAC), actividad que relaciona dos fases (phase to phase coupling PPC), y la més

estudiada, la relacion entre amplitud y fase (Phase-amplitude coupling PAC). En este trabajo

nos enfocamos en dos relaciones coherencia de fase (phase coherence PC) y PAC
5.2.4.1.Acople fase amplitud (PAC)

El PAC se puede utilizar para medir la modulacion local o entre dos regiones cerebrales. A

continuacion, presentamos tres enfoques diferentes para calcularlo.

Primer enfoque: Indice de modulacion basado en el comodulograma (144) (Figura 26). Para
este método, se seleccionan dos bandas de frecuencia: una banda moduladora estrecha y de
baja frecuencia (f,), y una banda moduladora amplia y de alta frecuencia (f,). Para cada
combinacion de estas ventanas de frecuencia, se determina el indice de modulacion (IM). Al
final, se traza un comodulograma con el IM de cada combinacién. La sefial bruta x(t) se filtra

en dos rangos de frecuencias (f, Y f4), obteniendo Xf, (t) yx¢,(t). Las fases br, (®) dexfp (v),,
asi como la amplitudA;, (t) de xs,(t), se calculan mediante la transformada de Hilbert. Las
fases br, (t) se dividen en rangos (bins) y se calcula una serie temporal compuesta de fase-
amplitud (qbfp, Ay ) para obtener la distribucion de amplitud media sobre los bins de fase. El
IM se obtiene normalizando la media de cada par de ventanas de frecuencia. Estos pasos se

repiten para cada una de las m ventanas de baja frecuenciay las n ventanas de frecuencia rapida

y se representan en un comodulograma n por m.

Los pasos para aplicar este método pueden seguirse para un unico canal o para la interaccion
de dos canales. En este caso, para ilustrar el método, utilizamos una sefial modulada artificial
para mostrar una modulacion pura. Para cada banda de baja frecuencia, i, se filtra la sefial y se
utiliza la transformada de Hilbert para determinar la fase. Para cada ventana de frecuencia

rapida, k, se filtra la sefial y se utiliza la transformada de Hilbert para determinar la amplitud.
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Figura 26.
Diagrama de flujo del algoritmo para el método PAC (comodulograma) implementado.

Segundo enfoque: La potencia media de alta frecuencia sobre la banda baja modulante (49),
es una variacion del método anterior. Solo se realizan los célculos para una frecuencia lenta, es

decir una banda moduladora f,, , por lo que solo se dividen en bins las fases br, (t) . Parala

banda modulada, es decir el rango de frecuencias rapidas, se realiza un analisis tiempo-

frecuencia mediante una transformada wavelet Morlet, TF;,. Ahora tenemos una dupla

compuesta de fase-amplitud (qbfp, TFy,) que nos permite obtener la potencia media por bins de
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fase. Se puede calcular la media de toda la banda para obtener la distribucion de potenciay su
media da un unico valor para el par de bandas de frecuencia. Este método también se puede
utilizar para cada ensayo que se esta analizando y promediar para obtener una idea general de

todo el experimento.

Tercer enfoque: Promedio de la potencia de alta frecuencia sobre los ciclos de banda baja
modulante (Figura 27). Este método es especialmente Util cuando las oscilaciones de la banda
moduladora no estan presentes de forma continua en el tiempo. En algunas ocasiones la banda
lenta, que determina la banda moduladora, presenta actividad variable, pero nos interesa
entender su papel en el fendmeno estudiado. Si se aplica el método sin alteraciones, se va a
medir la modulacién incluso si la banda lenta no esta activa, es por esto que es necesario aislar

los eventos, o ciclos de esta banda lenta.

Este método puede utilizarse para medir la modulacion en un solo canal o para la interaccion
de dos canales. La sefial moduladora de un canal elegido se filtra en una Unica banda
moduladora; se utiliza un algoritmo de deteccion de picos para determinar los minimos y
maximos locales en el rango de bandas. Los minimos y maximos locales se utilizan para
determinar la duracion de los ciclos, determinando asi varias ventanas temporales wd (i), para
las que se calcula la transformada wavelet de los datos modulados brutos para el canal
modulado. Mediante la transformada de Hilbert, se determina la fase de los ciclos de
modulacion para obtener la potencia media en la banda modulada sobre bins de fase. La
potencia es la media de toda la banda modulada, y se calcula una serie temporal media
compuesta de fase-amplitud (¢, TFy ).
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Diagrama de flujo del algoritmo para el método PAC (deteccion de ciclo) implementado.
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5.2.4.2.Coherencia de fase (PC)

La PC muestra informacion temporal de la sincronia de fase entre areas cerebrales separadas y
se define entre pares de canales, o que constituye una prueba indirecta de su interaccion
funcional (145). Para este analisis, se seleccionan varias ventanas de tiempo y, en cada una, se
aplica la transformada wavelet Morlet a cada canal (W, (j)), luego se selecciona una ventana
de frecuencia para obtener la fase de cada canal (P,(j) y P,(j)) a partir de la salida wavelet.
Para cada época de tiempo-frecuencia, se calcula la diferencia entre las dos fases (d = P, (j) —
P,(j)) y se utiliza para definir el valor de coherencia de fase PC(j, k) = media(e'?®), que se

representa en una matriz de n por m (Figura 28).
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Diagrama de flujo del algoritmo para el método PC implementado.
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5.3. Resultados

El resultado de este trabajo se resume en la interfaz grafica de usuario BOARD-FTD-PACC.

Presentamos a continuacion algunos ejemplos y un recorrido general de su uso (Figura 29).

BOARD-FTD-PACC es una aplicacion informatica desarrollada para el andlisis de
oscilaciones neuronales utilizando el App Designer de MATLAB, un entorno informatico de
alto nivel y un lenguaje de programacion ampliamente utilizado en neurociencia. Teniendo en
cuenta que MATLAB ofrece varias ventajas sobre otros lenguajes, este software se disefié para
trabajar con estructuras de datos lineales, como las matrices utilizadas en este caso, y es un
lenguaje de alto nivel que proporciona herramientas que permiten disefiar y utilizar

aplicaciones e interfaces de forma muy intuitiva.

Adicionalmente, combina dos tipos de herramientas, las especializadas en procesamiento de
sefiales EEG y las que permiten estudiar respuestas sinapticas. Esta aproximacién permite
realizar el analisis de sefiales electrofisiol6gicas adquiridas en diferentes configuraciones
experimentales. Configuraciones donde varian las condiciones de registro, como la ubicacion
y el nimero de electrodos, los protocolos de estimulacidn, la seleccion de la ventana temporal

y el promedio de los ensayos.

La herramienta se disefié para ser adaptable e intuitiva, dirigida a usuarios con diversos bagajes
computacionales. Esta concebida como una herramienta semiautomatica, en la que los usuarios
pueden ajustar parametros como los limites de tiempo y frecuencia, o la seleccion de ensayos,
en funcion del disefio experimental y los requisitos analiticos, con el fin de obtener un analisis
mas robusto. Este software permite utilizar diferentes técnicas para extraer mas informacion
oculta en las oscilaciones regionales del cerebro. Dado que el codigo esta escrito
exclusivamente en MATLAB, no se requieren funciones ni bibliotecas externas. Ademas, cabe
mencionar que la caja de herramientas puede utilizarse en arquitecturas OS X, Linux y

Windows, e instalarse como una aplicacion de MATLAB.

La presente interfaz de software proporciona resultados para las diferentes técnicas de analisis,
pueden ser tanto valores numéricos como graficos independientes que pueden guardarse y
manipularse individualmente sin perder los andlisis anteriores. Asi mismo, tiene bloques de
herramientas para cada tipo de analisis y se pueden usar de manera independiente, ajustando

en cada bloque desde la frecuencia de muestreo hasta los rangos de frecuencia estudiados.
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BOARD-FTD-PACC resulta especialmente Util para ayudar a los investigadores en el analisis

de frecuencias cruzadas, reduciendo el tiempo necesario para realizar dichos analisis en

diferentes entornos experimentales incluyendo diferentes métodos para la cuantificacion del

PAC.

A continuacion, se encuentra una vision general de la interfaz:

Basic Information

File Name | 17308005abf | | Load |
Channel Stim Num Threshold Inter Stim Time Initial Time | -0.05 Final Time

] Al Trials  Selected Trials | [,2,5.10,142130| [ ]NoStm  Single Trial Load Trials

Sample Fq Hz ‘ 1e+04 | [Resample]

Artifact Time

Remove | Off v| [ Trial view ] [ Average ] [ ERP Plot ] [ RMS J
ATL[10] A2 posi A2 posf | 1004] Erlem Fq High Order

IMeasures
x[ 6] (xsti. v Pt JRit R112 R2 t1 Rz | 011] [ Measure |
Frequency

Sample Fq Hz [ FFT ] [ FFT Average ] [ PSD ] [ PSDAverage]
Fl | 1] Fe2 Pow 0 Relative Pow 0

Time-Frequency

Sample Fq Hz F1 F2 Cycles []Norm [+]Log [ TF ] [TFAverage]

PAC

Sample FqHz | 2000]  FqP1 FqP2 Pstep| 0.1] FqA1 FqA2| 500| Astep
P1 P2 A1 A2 ((Pac | [ PACAverage | PAC Psel

Inter Channel

FqHzCh_PEI Ch_AFmin Fmax wd [ 00s| [Pac | [ Pc |

Figura 29.
Ventana principal de la interfaz

De modo a ilustrar el uso de la interfaz presentamos imagenes producidas como ejemplos que

provienen de registros intracraneales de ratas anestesiadas, particularmente en hipocampo,

corteza y tdlamo.
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5.3.1. Configuracion inicial

Abriendo el archivo BOARD_FTD_PACC.mlapp en MATLAB, se despliega la ventana
general que muestra las diferentes herramientas y analisis que se pueden utilizar (Figura 29).
Es importante conocer el nombre del archivo y la estructura del experimento, ya que son

necesarios a la hora de definir los pardmetros que permiten realizar correctamente el analisis.

Una de las principales fortalezas de BOARD-FTD-PACC es que se trata de una herramienta
semiautomatica, disefiada para ser utilizada por alguien que conozca tanto el experimento como
las condiciones de adquisicion. Utilizando esta interfaz, pueden ajustar con precision las
condiciones de analisis a su experimento y no dejar tales decisiones en manos de un programa

totalmente automatico.

Permite tener la posibilidad de determinar rangos y tiempos de analisis, asi como poder escoger
los trials a analizar, los tiempos de visualizacion, la frecuencia de muestreo y permite mantener
el control sobre los analisis. Una vez ajustados dichos parametros, el analisis sera automatico,

lo que disminuye los tiempos de semanas a horas.

Las funciones desarrolladas se almacenan de manera independiente de modo que puedan ser
utilizadas en implementaciones propias o a manera de interfaz. A continuacion, se explica el

pipeline que se debe realizar para cada herramienta desarrollada
5.3.2. Carga de datos

BOARD-FTD-PACC permite analizar registros almacenados en diferentes tipos de archivo. Se

puede utilizar el formato de archivo binario axon (.abf) y el formato de datos europeo (.edf).

Para iniciar el pipeline es necesario seleccionar el archivo que contiene los registros, esto se
hace introduciendo el nombre en el cuadro “File name” de archivo (Figura 30) y, a

continuacion, hacer clic en el boton “Load” lo que activa la funcion (£ LoadSignal).

Al hacer clic en el boton “Initial Figure” (f Plot Ch) (Figura 30 (D), aparece una ventana

gue muestra la sefial sin procesar de cada canal del archivo.

Basandose en la informacion que se despliega, como nimero de canales, nimero de estimulos,
tiempo entre estimulos y duracion del trial se llenan los parametros ajustables para preparar los

datos, en la casilla “channel” si ingresa el canal a analizar.
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En caso de tratarse de una sefial adquirida en un experimento con estimulos se debe ingresar la

informacidn que permitirad segmentar o descomponer la sefial en trials.

En “Stim num” se ingresa el namero de estimulos para cada trial, y el tiempo entre estimulos

(en segundos) para cada trial en “Inter stim time”.

El valor del umbral “Threshhold” se utiliza para determinar la amplitud minima de

estimulacion (mV), a partir de la sefial del canal de estimulacion.

Usando estos datos el programa separara el registro continuo en una matriz de trials que se

podra utilizar en los siguientes analisis.

De modo a visualizar esos trials es necesario definir los limites de la ventana de tiempo en las
casillas “Initial time”, que determina el tiempo previo al estimulo y “Final time”, en caso de

no conocer la duracion de los trials escribir “inf” y la herramienta graficard hasta el final
(Figura 30 (2).

El usuario puede determinar si usa todos los trials, seleccionando “All Trials” o solo un

conjunto para los analisis, ingresandolos en “Selected Trials”.

Debe también escoger un trial “ejemplo” que se podra visualizar de manera aislada, escribiendo

el nimero en la casilla “Single Trial”.
En caso de tratarse de un registro continuo sin estimulos se hace clic en la casilla “No stim”.

Siempre que sea necesario, el usuario puede reducir la frecuencia de muestreo de la sefial,
introduciendo la nueva tasa deseada en la casilla “Sample Fq Hz”. Disminuir la tasa de
muestreo afecta el rango de frecuencias que se puede analizar, pero tambiéen disminuye los
tiempos de procesamiento y analisis. Esta opcion se repite a lo largo de la interfaz, ya que este

cambio es localizado y se puede disminuir para unos analisis y para otros no.

Una vez elegidos todos estos parametros, el usuario los aplica pulsando el boton “Load trials”

lo que activa la funcion (£ _Select Trials), que grafica los trials seleccionados.
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Figura 30.
Configuracién inicial

Existe un bloque adicional que se puede usar si el artefacto de estimulacion afecta la calidad
de los analisis. Al oprimir el boton “View” se muestra el registro, no en funcién del tiempo
sino de las posiciones en el vector de almacenamiento. En esta figura se puede seleccionar
hasta 2 artefactos y eliminar manualmente las posiciones donde se encuentra el artefacto,

eliminando asi ese sesgo.
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5.3.3. Unidad de procesamiento en el tiempo
Para el dominio temporal, hay cinco analisis disponibles:

“Trial view” (Figura 31 (1) que activa la funcion (f plot single), donde se puede
visualizar el trial ejemplo que se seleccion0 previamente. Aqui se puede visualizar la respuesta
a un estimulo de manera individual, y usando las herramientas de MATLAB se pueden
determinar latencias, periodos de actividad o de interés para determinar el pipeline de
analisis. Muchas veces todo el registro o todos los trials contienen tanta informacion que es

dificil visualizar la actividad.

“Average” (Figura 31 (2) que activa la funcion (£ Average), se despliega una ventana que

muestra el promedio de los diferentes trials.

“ERP plot” (Figura 31 (3®) que activa la funcion (f Butterfly), esta ventana contiene 2
imagenes, el butterfly plot (actividad de cada ensayo superpuesta en la misma figura) y la
visualizacién en una matriz ((m x n), donde m es el tiempo, n es cada trial, y la amplitud se
codifica en el color). Estas estan ligadas en el eje x lo que permite hacer zoom y siempre
visualizar la misma ventana de tiempo para ambas representaciones. Esta imagen permite ver

todas las respuestas a los estimulos de manera simultanea.

“RMS” (Figura 31(®) activa la funcion (f RMS zscore) donde se muestra la sefial

rectificada y representada en desviaciones estandar a partir de la media.

Cada funcion se hace de manera independiente de modo a tener ventanas que Se puedan

manipular y utilizar para extraer la informacion que aportan.
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Figura 31.

Analisis del dominio temporal. El usuario puede visualizar un unico ensayo (2) la media (),
una ventana ERP (3) que consiste en el grafico de mariposa y una representacion de cada

ensayo Yy, por altimo, la puntuacion z de la RMS de cada ensayo ().
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Por ultimo, existe la opcion de medir las pendientes de las respuestas sinapticas (Figura 32).
Para ello se determina cuantas respuestas se van a promediar para cada medida en “x”, y se
determina si se quiere x promedios 0 un promedio general. En caso de escoger x promedios se
obtendran x medidas y en caso de escoger promedio general, se obtendrdn medidas para cada

respuesta. En ambos casos en negro se grafica el promedio general.

CxM1 LPF
0.4 T T T T

-02 -

-04 -

mYy

—1.2 Il Il Il Il Il Il
0.5 0 0.5 1 1.5 2 25 3

Time(s)

Figura 32.
Respuesta a un estimulo

Aqui se pueden determinar los tiempos de hasta dos respuestas: el tiempo inicial de la respuesta
1 se escribe en “R1 t1” y el tiempo final en “R1 t2”, y los tiempos de la segunda en “R2 t1”
y “R2 t2”. Estos tiempos se extienden a todas les respuestas, es por esta razon que se visualizan

de manera simultanea (Figura 33).
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Figura 33.
Componente a medir en la respuesta a un estimulo

Al oprimir “Measure” se activa la funcion (£ Measure Slope)y se listan en la consola

de MATLAB todas las medidas de pendiente para los tiempos seleccionados.

Este proceso usualmente se realiza para cada intervalo de interés, es un proceso largo y tedioso,
pero que es dificil de automatizar, ya que las respuestas cambian a lo largo del registro. Con
esta aproximacién el experimentador puede determinar los tiempos, pero el proceso se

generaliza, lo que lo hace rapido y eficaz.

5.3.4. Unidad de procesamiento en la frecuencia y filtrado

La visualizacién de la actividad en una banda de frecuencias definida nos permite ver como
varia con el tiempo; para ello utilizamos un filtro paso banda de Butterworth ajustable (126).
BOARD-FTD-PACC permite implementar un filtro pasabandas Butterworth donde se
determinan las frecuencias de corte en “Fq Low” y “Fq High”, el orden del filtro en “order”

y oprimiendo “Filter” (Figura 34) se activa la funcion (f Filter order manual).

Para verificar la eficacia del filtro se despliegan varias ventanas: la respuesta en frecuencia del

filtro, el registro completo filtrado, el trial ejemplo filtrado, asi como su fase. Adicionalmente
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se despliegan tres matrices de visualizacion como las implementadas para los ERPs, una para

sefal filtrada, otra para la envolvente y otra para la fase.

Fq low
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Filter

>

[3,[=13,]

Magnitude (dB)

=)
O

Trials
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Magnitude Response (dB)
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Frequency (Hz)
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Figura 34.

Raw signal

Filtered signal

M AMA~-

Phase

Filtrado. A - la respuesta en frecuencia del filtro. B — El trial ejemplo filtrado y su fase C-
envolvente de la sefial filtrada. D Fase de la sefial filtrada.

5.3.5. Unidad de procesamiento en la frecuencia y potencia

BOARD-FTD-PACC permite visualizar la FFT (Figura 35 () usando la funcion (£ FFT) y

la PSD (Figura 35 () con la funcion (£ _PSD) . Este analisis se hace para el trial ejemplo.

Se puede calcular la FFT (Figura 35 (3) y la PSD (Figura 35 (2).) para todos los trials y
calcular el promedio, usando las funciones (f FFT average)y (f PSD Average).
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El rango de estudio depende de la frecuencia de muestreo, asi que se puede ajustar para
disminuir el tiempo de andlisis. Aqui se puede calcular la frecuencia relativa para todas las
bandas de frecuencia, al oprimir “Relative PSD” se imprimen en la consola de MATLAB las

potencias absolutas y relativas para cada banda.

Como vimos anteriormente, los limites de las bandas son arbitrarios y podemos estar
interesados en un rango particular, estos limites se ingresan en “Fq1” y “Fq2”, el resultado de
la potencia absoluta y relativa se despliega en la interfaz en las casillas “Pow” y “Relative

Pow” respectivamente.

® @ ® @
— i i i i

Sample Fq Hzl:l l FFT I l FFT Average | [PSD | [ PSD Average l

Fq Iowl:l Fq High| | [ Relative PSD ] Power|:| Relative Power|:|

FFT Single Trial FFT average
| E— ) | F—
10 Hz 10 Hz
PSD Single Trial PSD Average
Frequency (Hz) ) Frequency (Hz) L )
10 Hz 10 Hz
Figura 35.

Dominio de la frecuencia. Esta seccién muestra la FFT de un unico ensayo (2), y la media
FFT de todos los ensayos seleccionados (2), asi como la PSD del ensayo Unico (3), y la PSD
media @). La PSD y la PSD relativa de cualquier banda son calculadas por el software,
mientras que los limites de frecuencia (Fqg bajo a Fq alto) son determinados por el usuario.
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Calcular la PSD y la PSD relativa de una banda determinada por el usuario puede ayudar a
determinar las bandas de frecuencia que se van a explorar con los métodos de acoplamiento

tiempo-frecuencia y frecuencia cruzada.
5.3.6. Unidad de procesamiento en tiempo-frecuencia

BOARD-FTD-PACC permite al usuario elegir los limites de frecuencia para el calculo de la
transformada tiempo-frecuencia utilizando la wavelet Morlet (Figura 36 () y (2)). Para realizar
este analisis se define la frecuencia de muestreo “Sample Fq Hz”, como en el mddulo de
frecuencia, ya que los tiempos de procesamiento pueden ser muy largos y no es necesario tener

frecuencias de muestreo mas altas de las necesarias para tener un buen resultado.

También es necesario definir el rango de frecuencias que se desea visualizar en las casillas
“F1” y “F2”. La interfaz permite ajustar el nimero de ciclos de cada frecuencia que se va a

tener en cada wavelet “cycles”, usualmente 2 o 3.

Al tratarse de un software adaptable, la normalizacién “Norm” (Figura 36 (3)) y uso de la
escala logaritmica “Log” (Figura 36 (4)) son opciones que permiten mejorar la respuesta, segin

las caracteristicas del experimento.
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Figura 36.
Dominio tiempo-frecuencia. Esta seccion muestra la transformada de la wavelet tiempo-
frecuencia (escalograma) en los limites de frecuencia (Fq bajo a Fq alto) utilizando un

namero de ciclo determinado, fijado por el usuario. Incluye la frecuencia temporal (TF) de

un unico ensayo (2)y la media (2). Para visualizar mejor los resultados, el usuario puede

elegir la opcion de normalizacion (Norm) (3 y/o una escala logaritmica (Log) ). Unidad de

procesamiento en el acople de frecuencias

68



5.3.7. Unidad de procesamiento de acople (PACy PC)

Uno de los objetivos principales de este software era calcular el acoplamiento de frecuencias.
Por lo que nos centramos en dos: el acoplamiento fase-amplitud (PAC) y la coherencia de fase
(PC). Inicialmente se presentan las herramientas para estudiar conexiones locales, definiendo

analisis que usan un Unico canal.

Un primer modulo permite aplicar diferentes métodos de analisis PAC. El primero método
calcula el comodulograma (Figura 37 (1)) que nos da informacion general en varias bandas de
frecuencia. El usuario determina los rangos de frecuencias para estudiar la fase “FqP1” y
“FqP2”, los rangos para la amplitud “FqA1” y “FqA2” y los pasos de cambio entre las
frecuencias “Pstep” para fase y “Astep” para amplitud. Se oprime “MI” y esto permite
visualizar el comodulograma usando la funcion (£ PAC sing) este método funciona mejor

con sefiales continuas o de longitud media.

Para sefiales mas largas, puede analizarse para una frecuencia moduladora (lenta) fija, cuyos
limites se ingresan en “P1” y “P2”, y un rango mayor de frecuencias donde se evaluara la

modulacion de amplitud “A1” y “A2”.
En este caso hay 3 opciones:

Calcularlo para el trial ejemplo oprimiendo “PAC” (Figura 37 (2)) que activa la funcion

(f_Phase PAC).

Realizar el mismo andlisis para cada trial y definir el promedio “PAC Average” (Figura 37

®) usando la funcion (f _Phase PAC Average)

O en caso que la frecuencia moduladora no sea constante, usar el método donde se realiza una

deteccion previa de picos en “PAC Psel” (Figura 37 (4)) usando (£ _Phase PAC Pdetect).
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Acoplamiento fase-amplitud de un solo canal. El usuario puede determinar las bandas de
frecuencia alta y baja (Fq Low y Fq High), asi como las ventanas de frecuencia, paso P para
la frecuencia de modulacion lenta (fase) y paso A para la frecuencia de modulacién rapida
(amplitud). Esta seccion muestra el comodulograma (7), el PAC de un solo canal, que puede
calcularse para un solo ensayo (2), y el PAC medio de cada ensayo (3), utilizando el método
de la potencia media de alta frecuencia sobre la banda baja modulante, y de todo el registro
(4) utilizando el método de la potencia media de alta frecuencia sobre los ciclos de banda
baja modulante.

Nuevamente es posible ajustar la frecuencia de muestreo “Sample Fq Hz” para limitar los

tiempos de analisis. Para cada uno se muestra la fase donde se encuentra la maxima amplitud.

Para determinar la interaccion entre dos zonas del cerebro, el PAC se puede calcular
utilizando dos canales. En este caso hay que definir los canales de interés “Ch_P” para estudiar
la fase que modula y “Ch_A” para la amplitud modulada, asi como la frecuencia de muestreo
“Fq Hz” y se vuelven a cargar los datos oprimiendo “Load”, aqui se segmentan ambos canales

con los valores iniciales. En este caso se usan los limites definidos en el mddulo anterior y se
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presiona “PAC” (Figura 38 (1)) en el médulo marcado con “Inter Channel”, que activa la

funcion (f Phase PAC Pdetect inter).

Para estudiar la coherencia de fase, se necesita el rango de frecuencias en “F min” y “F max”,
asi como el tamafio de la ventana en segundos “wd”. Al oprimir “PC” (Figura 38 (2)) se activa
la funcion (f Phase coherence) que despliega una matriz donde para cada ventana de

tiempo y cada frecuencia se visualiza el valor de coherencia usando una escala de color.
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Figura 38.

Acoplamiento de frecuencias cruzadas entre dos canales. Esta seccion muestra la interaccion
entre dos canales. El usuario determina la frecuencia de muestreo (Fq Hz), el canal
modulador (Ch_P) y el canal modulado (Ch_A), asi como los limites de frecuencia (Fq bajo
a Fq alto) y la ventana temporal para el analisis de coherencia de fase (Wd Time). La
interfaz calcula el PAC (@ utilizando el método de seleccion de picos (Figura 27), y la
coherencia monofasica (PC) ).

5.4. Conclusiones y discusion

En el presente trabajo se implementd una nueva herramienta para el procesamiento de sefiales
neurofisiologicas derivadas de registros en diferentes configuraciones experimentales, cuya
principal fortaleza es su capacidad de adaptacion. BOARD-FTD-PACC combina diferentes

herramientas matematicas para analizar datos o sefiales adquiridas.

Estos métodos se pueden aplicar a un solo canal con la excepcion de PAC y PC, ya que esta

disefiada para ser utilizada en un laboratorio donde se realizan generalmente experimentos in
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vivo e intracraneales en ratas anestesiadas, los cuales incluyen generalmente muy pocos

canales.

La interfaz reine métodos en diferentes dominios, en un solo canal (temporal, frecuencia
anclada en el tiempo, frecuencia y modulacién) o interacciones entre dos canales (coherencia
y modulacion). Creando asi una Unica herramienta que cubre todos los analisis que se hacen en

el laboratorio y que puede ser utilizada con conocimientos de programacion basicos.

La otra gran ventaja que tiene es que deja la parametrizacion al investigador para que pueda
controlar el alcance del analisis. Fue concebido como una herramienta semiautomatica de fécil
manejo, para ser utilizada por investigadores con o sin formacién informética y matematica, y
permite la visualizacion de la informacidn extraida de diferentes analisis realizados a partir de

registros neurofisioldgicos obtenidos mediante disefios experimentales muy variables.

Se implementaron varias técnicas analiticas en diferentes dominios de tiempo y/o frecuencia,
tales como promedio, visualizacion ERP, z-score, filtrado, FFT, PSD, andlisis wavelet PAC y
PC. Dichas técnicas son adecuadas para ser aplicadas a uno o dos canales a la vez, y son
facilmente ajustables segln el tipo de experimentos realizados en un laboratorio de
neurofisiologia. Otra caracteristica importante es el control que los usuarios tienen sobre el
procedimiento analitico, en lo que respecta a la seleccion de parametros y la eleccion de limites

temporales, lo que permite una comprension completa de los resultados y su contexto.

El objetivo de desarrollar esta interfaz era el de crear una herramienta de analisis que permita
estudiar las variaciones ritmicas de los potenciales de campo cerebrales en diferentes bandas
de frecuencia. Estas variaciones dependen de interacciones entre diferentes regiones y de la

relacién entre osciladores locales y/o distribuidos (146,147).

Los ritmos de baja frecuencia, como 6, comprometen areas cerebrales mas grandes y modulan
oscilaciones rapidas espacialmente localizadas, como y (142,148). El estudio de esta
modulacion particular, 8- y, ha demostrado que se encuentra en procesos cognitivos
importantes, como el almacenamiento y la recuperacion de memoria (66,149,150). Estos

procesos son de gran importancia en los estudios de la enfermedad de Alzheimer.

[lustramos, con ejemplos, el uso de la interfaz BOARD-FTD-PACC, presentando su uso como
interfaz grafica, sin embargo, es importante notar que las funciones individuales pueden ser

utilizadas en cddigo original por un desarrollador. Mostramos sus resultados al aplicar analisis
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en diferentes dominios de analisis en sefiales reales, adquiridas en el laboratorio y en particular
en el desarrollo de este trabajo. Cabe notar que la interfaz se usa actualmente por diferentes

integrantes del grupo de investigacion.

La seleccion de métodos se realizd basdndonos en literatura actual, sin dejar de lado los
métodos clasicos, necesarios para contextualizar en el marco teodrico los resultados

experimentales.

En esta interfaz escogimos para los analisis de tiempo-frecuencia el uso de la transformada
wavelet, usando la Morlet como onda madre. Aungue existen otras aproximaciones con este
método el tamafio de la ventana varia en funcion del nimero de ciclos para cada frecuencia,
mejorando la resolucidn tanto en frecuencia como en tiempo (105). La posibilidad de ajustar el
tamafo de ventana que tiene el escalograma y que no tiene el espectrograma mejora la calidad
de los resultados en este caso particular. Existen otras aproximaciones como son los métodos
de distribucion cuadratica tiempo-frecuencia (por ejemplo la distribucion de Choi-Williams-
CWD), estos métodos son mas estables en sefiales no estacionarias (151,152) y, por lo tanto,
en algunas aplicaciones, se han considerado mas precisos para la deteccion basada en EEG
(153). Sin embargo, las sefiales electrofisiologicas adquiridas durante actividad dindmica se
estiman mejor usando la transformada wavelet en comparacién con la transformada de Fourier
de tiempo corto, la distribucion de Wigner-Ville y la CWD (154). Es importante notar que el
método wavelet cuenta con un historial de uso muy extenso, lo que genera ademas la
posibilidad de comparar los resultados obtenidos en la literatura. Pensamos que a futuro se
podrian evaluar otros métodos analiticos o alguna combinacion de métodos a implementar

segun el circuito estudiado, de la misma manera que lo hicimos para evaluar el método PAC.

Como hemos mencionado antes, existen muchos programas que permiten el estudio y analisis
de sefales electrofisiologicas, como EEGLab (110), Extended Modulation Index toolbox (155),
MEAnalyser (156), ERPlab (157), ERPwavelab (158), Brainstorm (113) y FieldTrip (112), asi
como librerias y toolbox como EMEGS (159) o PyEEG (160).

Estos programas estdn orientados a analisis de sefiales EEG, registros generalmente
extracraneales, que constan de muchos canales, requieren una cantidad importante de
preprocesamiento, ya que incluyen diferentes fuentes de ruido, como el movimiento, el ritmo
cardiaco, problemas de contacto de los electrodos, entre otros. Adicionalmente, permiten

realizar muchos tipos de analisis, pero no tienen mddulos integrados para el analisis sinaptico.
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Estas herramientas, como ERPwavelab (158) se centran en el andlisis multicanal tiempo-
frecuencia de la actividad relacionada con eventos de EEG y magnetoencefalografia (MEG),
pero su rango analitico es limitado debido a su énfasis en las interacciones entre canales.
Ademas, estd disefiado para configuraciones experimentales muy diferentes a las
implementadas en nuestro laboratorio. RIPPLELAB (161) fue disefiado exclusivamente para
la deteccion, analisis y clasificacion de oscilaciones de alta frecuencia (HFO), es una
herramienta muy completa que se usa en el contexto tanto investigativo como clinico, pero su
uso se especializa en actividad de alta frecuencia, no en hacer anélisis de frecuencia cruzada ni
sinapticos. ERPLAb (157), una herramienta integrada con EEGLab, se disefio especificamente
para analizar las ERP, mostrando la actividad en todos los electrodos simultdneamente y
haciendo posible localizar la fuente de cada componente de la ERP; analiza la relacion entre

muchos canales en lugar de realizar diferentes andlisis en cada canal individual.

EEGLab es una herramienta tan completa y tan extensa que para utilizarla de manera natural
es necesario saber programar, permite hacer tantas cosas que es dificil limitar un pipeline que
se ajuste a las necesidades de un laboratorio de neurofisiologia experimental. MEAnalyser es
una herramienta centrada en el andlisis de trenes de picos con la ventaja de incluir analisis
estadisticos y de conectividad funcional, asi como una interfaz grafica de usuario (156). Las
herramientas que permiten andlisis de respuestas sinapticas son generalmente tan
especializadas que no permiten la automatizacion de procesos, ni la segmentacién en trials de

los datos, lo que aumenta considerablemente los tiempos de analisis.

BOARD-FTD-PACC combina estos dos tipos de herramientas, adaptandose a su contexto de
uso. Utiliza tres méetodos diferentes para el andlisis del PAC con el fin de obtener una mejor
estimacion numérica. Para el estudio particular del PAC existen diferentes herramientas
especializadas (155), a diferencia de BOARD-FTD-PACC, que también incluye el analisis de
PC y PSD. Ademas de herramientas especializadas se generan diferentes aproximaciones
metodoldgicas para calcular el PAC. En un desarrollo reciente, se propuso un estimador no
paramétrico que resuelve algunas dudas de la validez estadistica del PAC (162). En futuras

versiones se podrian incluir este tipo de métodos.

En diferentes contextos de investigacion, los experimentadores se enfrentan a muchas opciones
para llevar a cabo sus estudios. Pueden utilizar interfaces automaticas, donde pierden el control
del analisis, ya que definen umbrales de manera automatica, o miden respuestas basandose en

caracteristicas que pueden variar mucho (como el minimo y el maximo de una respuesta), pero
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funciona de forma rapida sencilla y eficiente. Este tipo de programas, en muchos casos, no
permiten ajustar pardmetros que varian en diferentes experimentos y que pueden ser definidos
visualmente por el experimentador muy facilmente, tales como rangos de tiempo, seleccion de

componentes dentro de una misma respuesta, umbrales, incluso el método a implementar.

Otra opcion es disefiar y programar herramientas que se ajustan Unicamente a sus sefiales, en
este caso, el experimentados debe dominar la programacion y generar un banco de funciones
para llevar a cabo todos los analisis que desea realizar. Es muy comudn que no todos los
integrantes de los grupos de investigacion sepan programar, en este caso muchos procesos se
realizan manualmente en interfaces de visualizacion. La cantidad de andlisis que puede realizar,
por ende, la cantidad de resultados y de informacion que puede obtener de sus registros es
limitada. Ademas, la mayoria de toolbox disponibles reciben los datos exclusivamente en un
formato especifico y no se adaptan a diferentes configuraciones experimentales, como cambios

en el numero de estimulos o en el tiempo entre estimulos.

Por el contrario, BOARD-FTD-PACC permite el estudio de registros teniendo en cuenta dichas
variaciones. Estd disefiado especificamente para investigadores que desean implementar
diferentes métodos de forma especifica y Unica. Los autores que desarrollaron los métodos
implementados en esta interfaz (144,163) generalmente publican el codigo, con algunas sefiales
donde se pueden probar. Sin embargo, su implementacion esta ajustada a esos ejemplos y debe
ser alterada para poderse generalizar a diferentes tipos de registro. Lo anterior implica un cierto
grado de experiencia computacional y/o matematica, lo que dificulta enormemente que los

usuarios no expertos puedan incluirlos en sus estudios.

El enfoque de BOARD-FTD-PACC consiste en dejar las decisiones de los parametros de
andlisis al investigador, que pueda asi introducir la configuracion experimental especifica, y
dejando la implementacion de método a la interfaz. Este enfoque supone una ventaja y también
una limitacion: el usuario debe conocer y comprender la estructura del experimento o, de lo
contrario, los ajustes no tendran sentido y la interfaz no producird resultados adecuados.
BOARD-FTD-PACC incorpora una amplia variedad de analisis, con los que el usuario debe
estar familiarizado para comprender los resultados que se ofrecen y determinar los ajustes
correctos. Esperamos que esta herramienta aumente la informacion obtenida a partir de los
diferentes experimentos y anime a investigadores de distintas procedencias a probar diferentes

métodos y enfoques analiticos que quiza no hubieran considerado antes.
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6. Capitulo 2. Efectos agudos de B-Amiloide en la
actividad oscilatoria y la plasticidad sinaptica en el

circuito CA3-CA1 del hipocampo.

Este Capitulo estd basado en la investigacion realizada en conjunto con Jonathan Mufioz-
Cabrera, Mario Valderrama, Alejando Munera y Mauricio O Nava-Mesa publicada en el
articulo “Acute Effects of Two Different Species of Amyloid- £ on Oscillatory Activity and
Synaptic Plasticity in the Commissural CA3-CAL1 Circuit of the Hippocampus”. Publicado el
19 de diciembre del 2020 en la revista “Neural Plasticity” en el ejemplar “ Cortical Circuitry
and Synaptic Dysfunctions in Alzheimer’s Disease and Other Dementias” Volumen 2020 con
ID 8869526 (150)

6.1. Marco tedrico

6.1.1. Enfermedades de Alzheimer

En 1911, el doctor Alois Alzheimer (1864-1915) describié por primera vez las anomalias
histopatoldgicas observadas en el cerebro de una paciente de 51 afios que sufria de demencia
(164). A la muerte del paciente se realizaron multiples estudios en su cerebro (165) revelando
atrofia cerebral. Estos hallazgos, asi como los estudios histoldgicos y las notas clinicas se
convirtieron en la base para caracterizar este tipo de demencia particular como la enfermedad
de Alzheimer (EA).

Existen dos tipos de EA (166), la mas comun es llamada “esporadica” o “tardia”, se manifiesta
después de los 65 afios de edad y representa entre el 90 y el 95% de los casos (167). Existen
diferentes factores que aumentan el riesgo de desarrollar este primer tipo de la enfermedad,
como la diabetes, la hipertension, la obesidad, el tabaquismo, la depresion, el sedentarismo y
la inactividad cognitiva (168). El segundo tipo de la EA es llamado “temprana”, y se refiere a
la enfermedad que se presenta antes de los 65 afios, generalmente tiene una causa genética
(167).

6.1.1.1.Caracteristicas clinicas y patoldgicas

La EA se caracteriza inicialmente por una pérdida progresiva de la memoria, disfuncion

ejecutiva, cambios en el estado de animo y otras alteraciones cognitivas que afectan su diario
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vivir (169). A medida que avanza la enfermedad se afectan casi todas las funciones cognitivas,
como por ejemplo el lenguaje, las habilidades visuoespaciales, el sistema motor y sensorial e
incluso se presentan alteraciones en el comportamiento (170). Los problemas de memoria son
los primeros sintomas que llevan a un diagndstico inicial de la EA. En estados tempranos se
pierde la memoria a corto plazo, particularmente en la memoria declarativa (171), asi como la
habilidad de pasar de una actividad a otra, lo que dificulta su autonomia, y también se afecta la
memoria espacial (172). Estos sintomas son las consecuencias de un proceso fisiopatoldgico
que empieza décadas antes de su aparicion (173) (Figura 39). La posible deteccién y
comprension de estas alteraciones permitiria el desarrollo de tratamientos preventivos que

retrasen o incluso detengan su desarrollo.

The continuum of Alzheimer’s disease
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Figura 39.

Deterioro de la funcion cognitiva en la EA. (173)

Fisiol6gicamente se observa una pérdida neuronal selectiva (Figura 40) y dos caracteristicas
histopatoldgicas en el tejido postmortem: placas amiloides extracelulares compuestas de

péptido AP y ovillos neurofibrilares intracelulares compuestos por proteina Tau

hiperfosforilada (4) (Figura 41).
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Figura 40.
Degeneracion neuronal en la EA.(174)
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Figura 41.
Placas amiloides y ovillos neurofibrilares. (22)
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El deterioro cognitivo es un proceso fisioldgico natural que se presenta con la edad, algunas
patologias pueden acelerar este proceso, entre ellas se encuentra la EA (175). En caso de que
el paciente presente sintomas de deterioro cognitivo, mas graves de los esperados para su edad,
generalmente se diagnostica déficit cognitivo leve (Mild Cognitive Impairment MCI) y se
considera una forma prodromica de la EA. Actualmente no hay tratamientos para evitar la
transicion a demencia, sin embargo, algunos cambios en la dieta, la actividad fisica y el entorno
de los pacientes han ayudado a retrasar este proceso (175). Esto se debe a que antecede la
degeneracion neuronal selectiva, lo cual puede explicar el MCI, asi como las primeras etapas

de deterioro de la memoria (10,11).

Gracias a las nuevas técnicas de neuroimagen podemos visualizar el cerebro y medir niveles
de atrofia en regiones especificas (volumetria), como el hipocampo (Figura 42), y por lo tanto
predecir alteraciones cognitivas en los pacientes, particularmente las alteraciones de memoria
(176).

= -

S——t_ /7 o z
Medial %\LQ/
:f,gg) o No symptoms

Dementia Mild cognitive
impairment

Figura 42.
Progresién de la EA en el cerebro (176)

Actualmente podemos medir algunos biomarcadores ligados a la EA, como AP y los niveles
de proteina Tau, los cuales son responsables de las placas amiloides extracelulares y de los

ovillos neurofibrilares intracelulares caracteristicos de esta enfermedad. Las alteraciones en
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estas proteinas también se presentan antes de la aparicion de los sintomas (Figura 43), asi que

no permiten un diagndstico temprano.
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Figura 43.
Cambios en biomarcadores en relacion con la progresion de la EA.(177)

Estudios recientes muestran que la acumulacion progresiva de AP solubles son el origen de las
diferentes alteraciones de la EA (179). En efecto, serian responsables de un desequilibrio
glutamatérgico, colinérgico y GABAérgico que produce alteraciones funcionales en las redes
neuronales (180). Adicionalmente, producirian disfunciones sinapticas previas a la
degeneracion neuronal selectiva, particularmente del hipocampo y de la corteza, la ubicacion
de estas lesiones explica las alteraciones en la memoria, la ubicacion espacial y el aumento en

el deterioro cognitivo (11).

Existen pocos tratamientos para esta enfermedad, algunas terapias buscan modular la
neurotransmision GABAérgica (181), otras terapias sintomaticas incluyen unicamente
inhibidores de la colinesterasa y antagonistas de los receptores NMDA (182). Nuevas
inmunoterapias dirigidas contra los pépticos AP han sido probados en distintos ensayos

clinicos, sin embargo, no han demostrado un beneficio claro (177,183). En este momento no
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contamos con un tratamiento efectivo para la EA, principalmente debido a la falta de
comprension de los mecanismos fundamentales que subyacen esta enfermedad, asi como del
papel fisiologico de los péptidos amiloides lo cual dificulta el diagndstico temprano. En este
sentido, comprender las alteraciones que produce el AP soluble en el cerebro nos llevaria a
entender mejor el desarrollo de la EA ya que sabemos que afecta el delicado equilibrio de varios
neurotransmisores, los cuales impactan las diferentes oscilaciones neuronales y por lo tanto
estudiar este impacto del AP soluble en estas, puede aportar valiosa informacion a este

problema.
6.1.1.2.Procesamiento del APP y papel fisiologico de Ap

La proteina precursora de amiloide (amyloid precursor protein APP) ubicada en la regién
sinaptica de la membrana, es la responsable de la aparicion de AP solubles. No conocemos
totalmente sus roles funcionales en su estado inicial, aunque en los ultimos afios se ha visto que
su dominio intracelular (amyloid precursor protein — Intra Celular Domain APP-ICD)
regularia la plasticidad sinaptica (184) asi como la ausencia de los genes que la codifican,
causando graves afecciones neuroldgicas (185). Adicionalmente, a una proteina la segmentan

diferentes enzimas y origina fragmentos que tienen impacto en la neurona (Figura 44)
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Figura 44.

Procesamiento de la APP. La via amiloidogénica implica las secretasas f liberando
fragmentos solubles y péptidos Ap en la region extracelular. La via no amiloidogénica
implica secretasas a y libera APP a y péptidos p3. (186)
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El proceso no amiloidegénico se da cuando la a-secretasa divide la APP en SAPPa y C83, este
lo divide la y-secretasa para generar p3. sAPPa, es neuroprotectora y regula los niveles

excitatorios y por ende la sinapsis (187).

El proceso amiloide génico se da cuando la B-secretasa libera sAPPB, C88 y AB. AP es un
péptido pequefio, hidrofébico, el cual en exceso parece tener un efecto neurotdxico (188), sin
embargo, su ausencia esta ligada a muerte neuronal y no se conoce el proceso en detalle, pero
parece involucrar la regularizacién de canales de potasio y de sodio (189). Conocemos menos
el rol de otros fragmentos, pero se cree que las alteraciones de su actividad funcional tienen un

efecto en el correcto funcionamiento de la neurona (Figura 45) (187).

Peptide Cleavage process Known function Reference

SAPP« a-secretase cleavage of APP Neuroprotective? Involved in blood clotting? Smith et al. 1990
Up-regulates BK¢, activity Furukawa et al. 1996

83 «a-secretase cleavage of APP None known, but may be associated Rockenstein et al. 2005

with neurodegeneration

p3 y-secretase cleavage of C83 None known? Pardossi-Piquard et al. 2005
AICD/CFTy y-secretase cleavage of C83 Transcriptional regulation (e.g. of neprylisin) Leissring et al. 2002

SAPPp p-secretase cleavage of APP Neuroprotective?
c99 p-secretase cleavage of APP Altered acetylcholinesterase activity Dumont et al. 2005
and behavioural influences
Ap y-secretase cleavage of Depress synaptic activity Kamenetz et al. 2003
B-secretase cleaved of APP Regulation of K, expression| Ramsden et al. 2001; Plant et al. 2005
Regulation of Cay Ramsden et al. 2002
Figura 45.

Péptidos obtenidos a partir del clivaje de APP y sus roles fisioldgicos. (189)

6.1.1.3.Hipotesis amiloidea de la EA

En 1992, Hardy y Higgins proponen la hipotesis amiloidea, la cual plantea que los depositos
de AP generan las placas amiloides y que son la causa inicial de la patologia de la EA (190).
En efecto, en pacientes diagnosticados se evidencian mutaciones en los genes que codifican la
APP, asi como en las enzimas que participan en la produccion de AP y es claro que las

alteraciones en estos procesos estan ligadas a la EA (191).

Hay evidencia que sugiere que una de las principales caracteristicas fisiopatoldgicas de la EA
es la sobreproduccion y acumulacion del péptido Ap (192,193). Los monomeros solubles de
AP interacttan entre si generando oligdmeros, fibrillas y finalmente placas amiloides. Estudios
en pacientes con EA y en modelos animales sugieren que las placas se componen de AB;_40

(principalmente en los depdsitos vasculares de amiloide) y AB;_4, (presentes en el nicleo de
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las placas tempranas) (194,195). Adicionalmente, la evidencia muestra que la acumulacion de
oligdmeros solubles de AP conllevan a la interrupcion de las conexiones de las sinapsis, al dafio
en la transmision sindptica y de la plasticidad, lo cual conduce a la pérdida neuronal y a la
disminucion de los procesos cognitivos (10,196-198).

Por lo tanto, diferentes procesos asociados a la EA parecen ser detonados por ¢l AP soluble,
asi como la fosforilacion de la proteina Tau (199). La proteina Tau tiene un rol principal en el
citoesqueleto de las neuronas estabilizando los microtubulos, su alteracion afecta la estructura
de la neurona lo que produce los ovillos neurofibrilares (200). La presencia de AP aumenta
también el nivel de radicales libres lo que induce la oxidacion de proteinas, peroxidacién de
lipidos y formacion de especies reactivas al oxigeno, afectando los niveles de calcio y por ende
la funcion neuronal (201). El péptido AP también esta ligado a alteraciones en la membrana, al
interactuar con los lipidos puede formar canales ionicos alterando la permeabilidad de las
neuronas (202). Se ha descrito que, ademas, puede afectar la funcién mitocondrial y a la

permeabilidad de su membrana, alterando la produccion de ATP lo que lleva a apoptosis (203).

Por estas razones se ha postulado que las alteraciones en la produccion del péptido AP es una

de las principales causas de la EA.
6.1.1.4.Disfuncion sinaptica, oscilatoria y amiloidosis

La presencia de AP esta ligada a procesos que llevan a la degeneracion neuronal, sin embargo,
se ha afirmado que antes de que esto ocurra, se afecta la conexion sinaptica (204). En todas sus
formas, solubles, oligoméricas y en forma de placas, la presencia de Ap altera la funcion
sinaptica (204). La administracion de AP soluble en cultivos puede disminuir la densidad y
madurez de las espinas dendriticas (205), lo que afecta las corrientes iGnicas postsinapticas
(206).

Los tratamientos en ratones transgénicos que buscan reducir oligomeros de AP en el cerebro,
logran revertir déficits cognitivos (207), lo que indica que tienen un rol en la EA. La inyeccion

de AP directamente en la corteza prefrontal altera la plasticidad sinaptica y afecta la memoria
(208).

Es relevante mencionar que el AB actia como regulador de la liberacion de neurotransmisores

(209), en su forma soluble induce a un desbalance glutamatérgico, colinérgico y GABAErgico,
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lo que ocasiona un deterioro funcional de las redes neuronales durante las primeras etapas de
la EA (6,7,9,210).

Se ha sugerido que los fragmentos cortos, generados artificialmente de AB, como Af55_3s,
pueden ser las secciones responsables de las propiedades neurotdxicas de AB1_40Y AB1-42
(211). AB,5_35 no puede expresarse en cerebros de pacientes con EA (212-214). Varios
estudios reportan efectos similares en el cerebro con formas cortas o largas de Ap (211-213).
Sin embargo, AB,s_3s produce efectos toxicos mas agudos que AfS;_4, debido a una mayor
solubilidad (188), y a su vez, tiene diferentes efectos sobre la plasticidad sinéptica y los

mecanismos fisiopatolégicos intracelulares en comparacion con AB;_4o Y AB1—-42 (215-217).
6.1.2. Oscilaciones Caracteristicas del hipocampo
6.1.2.1.El hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral que ha llamado la atencion desde hace siglos por los
anatomistas clasicos, y desde hace décadas por los neurofisiélogos y clinicos, dado su papel en
diferentes funciones cognitivas y en el procesamiento de la informacion. El primer reporte que
se tiene registrado de la descripcion del hipocampo es del anatomista italiano Julio César
Aranzi, quien en 1564 la nombro6 de esta manera por su similitud con el caballo de mar; en
1729 el anatomista aleman Johan Duvernov lo dibujo6 con gran exactitud y mas adelante Camilo
Golgi y Ramon y Cajal lograron estudiar su ultraestructura (Figura 46). En 1732 el anatomista
francés Jacob Winslow asoci6 su forma a los cuernos del dios egipcio Amén, Cornus Ammon
(218). Muchas décadas después se nombré oficialmente la estructura como hipocampo y
algunos de sus componentes como Cornus Ammon (CA) CA1 a CA3 (por su similitud con los

cuernos del dios egipcio Amun), los cuales todavia conservan su nombre (219).
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C.GOLU). Pina Anwonia dei Centri Nerves: S Ter A"

Figura 46.
Hipocampo de conejo, tincion con el método de Golgi (1886). (220)

El hipocampo es una estructura subcortical, localizada en el 16bulo temporal medial y hace
parte del denominado clasicamente sistema limbico. Asimismo, hace parte de una estructura
mas compleja llamada la formacion hipocampal, la cual esta constituida por el subiculo, el para
subiculo y la corteza entorrinal (221). El hipocampo esta formado por el giro dentado (DG) y
los componentes del Cornus ammonis (CAL, CA2y CA3). Asu vez, el DG contiene pequefias
neuronas granulares cuyas dendritas se dirigen hacia la fisura hipocampal (222) y las regiones
CA contienen neuronas piramidales muy concentradas y organizadas (223). En la estructura
del hipocampo encontramos también neuronas musgosas, neuronas intrinsecas e interneuronas
(224).

La region CA3 recibe aferencias del DG, continuaa CA2 y finalmente a CA1, donde se conecta
con el subiculo. La organizacion de las neuronas varia en las diferentes subestructuras, donde
CA3 encontramos mayor variacion de tamafio neuronal y organizacion y en CA1, las neuronas

tienden a ser mas pequefias y homogéneas (225).
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Figura 47.
Circuito del hipocampo (220).

Como se muestra en la (Figura 47), DG, CA1y CA3 forman un circuito trisinaptico, el cual es
unidireccional y glutamatérgico. La principal entrada de informacion del hipocampo es la
proyeccion cortico-hipocampal, donde las neuronas de la corteza entorrinal proyectan sus
axones sobres las neuronas granulares de DG por la via perforante. A su vez, las neuronas del
DG proyectan por fibras musgosas hacia las dendritas apicales de las neuronas piramidales de
CA3, las cuales proyectan sobre CAL por la colateral de Shaffer. De esta manera se completa
el circuito con una via eferente al subiculo y nuevamente a la corteza entorrinal (226). En las
sinapsis de este circuito se encuentra el mecanismo fisiolégico de la memoria. Dichos
mecanismos se pueden evidenciar, ya que al estimular las sinapsis de este circuito, podemos
observar a largo plazo una potenciacion de la respuesta sinaptica (long term potentiation LTP)
(227), lo cual implica un incremento en la eficiencia de comunicacion sinéptica, y mayor
respuesta postsinaptica glutamatérgica luego de una estimulacion a alta frecuencia, y por ende,
al uso de dicho circuito.

Uno de los primeros indicios de la funcion del hipocampo se determind en 1953 cuando un
paciente (HM) fue sometido a la extraccién quirurgica bilateral del hipocampo para disminuir

la incidencia de sus crisis epilépticas. Después de la cirugia el paciente fue incapaz de realizar
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algunos procesos cognitivos como la consolidacion de la memoria (amnesia anterograda), sin
embargo, podia recordar algunos eventos de su pasado lejano, asi como aprender y memorizar
tareas motoras (228,229).

Estos estudios llevaron a identificar dos tipos de memoria diferentes, por un lado, la memoria
declarativa o explicita y por otro lado la no declarativa o procedimental (230). El primer tipo
depende de la actividad del hipocampo y corresponde a la memoria del saber, que es facilmente
expresable y que se almacena y evoca de forma consciente (231). Por otro lado, el segundo tipo
corresponde a la memoria del hacer y depende de otras estructuras, tales como el estriado, el

cerebelo, amigdala y otras estructuras subcorticales.

El hipocampo seria responsable de la adquisicion, mientras que las conexiones cortico-
hipocampales serian responsables de la consolidacion de la memoria. En adicion, el
almacenamiento de la memoria se produciria en la corteza, mientras que al hipocampo se le

atribuye la reactivacion y organizacion de dicha informacion (232).
6.1.2.2.EEG hipocampal y su correlato funcional

La interaccién entre los diferentes tipos de neuronas y las conexiones sinapticas que existen
entre ellas, producen diferentes tipos de oscilaciones que rigen el procesamiento de la
informacidn en el hipocampo. Se destacan seis tipos de patrones cuatro ritmicos a saber: 9, 3,
vy Yy HFO y dos no-ritmicos, SIA (Small Irregular Activity) y LIA (Large Irregular Activity)
(220).

Cada tipo de oscilacion se ha ligado a una funcién particular, por ejemplo, la actividad en las
bandas 6 (4-8 Hz) esta asociada con procesos de consolidacion de memoria (233) y navegacion
espacial (234). Por su parte, la actividad y esta asociada a procesos cognitivos de alto nivel,
como atencion (235), percepcion (236) y recuperacion de memoria (237) v la actividad en la
banda Sse ha detectado en procesamiento sensorial, como el olfato en ratas (238). Por ultimo,
la actividad irregular LIA se registra cuando el animal no cambia de ubicacion, al comer,
acicalarse o durante suefio de ondas lentas (239), mientras que SIA es menos frecuente y ocurre

en transiciones del animal inmovil como suefio/alerta, o entre etapas de suefio (240).

Teniendo en cuenta lo anterior, la actividad de bandas especificas de frecuencia nos da
informacion sobre la actividad que se lleva a cabo, sin embargo, la relacion entre bandas tiene

efectos importantes. Existe una estrecha correlacion entre los mecanismos de potenciacion a
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largo plazo (LTP), el acople 8 - y y la memoria dependiente del hipocampo (241-243). Estas
relaciones se ven a nivel local (49), pero también entre regiones, por ejemplo, el acople fase

amplitud de 8 hipocampal con y cortical esta presente en la recuperacion de memoria (244).
6.1.2.2.1. Actividad 6

La actividad 6 se ha estudiado ampliamente en el hipocampo. Esta se ha relacionado con
diferentes funciones e incluso su ubicacion en el espectro frecuencial puede variar entre
especies (245). Se puede dividir en dos componentes, a- 6 y t- 6. El primero, 6 atencional
depende de sinapsis colinérgicas, ya que se ve afectada por farmacos antagonistas como la
atropina (246). El segundo, 6 de traslacion y movimiento, no depende de sistemas colinérgicos,

sino de la serotonina y el glutamato (220).

La presencia de 8 no es uniforme a lo largo del hipocampo, varia ademas en fase y amplitud
en diferentes estructuras, por ejemplo, en el DG y en CA1 se registra una actividad 8 de gran
amplitud muy sincrénica (247). En CA3 la actividad 6 no es constante, pero, CA3 presenta
correlaciones de fase en & muy alta con CAl y DG, lo que sugiere que la produccion de 6 no

es un proceso de una neurona sino de la actividad regional (72).

La generacion de ritmos 8 depende de su conexion con otras regiones. Ambos componentes de
0 dependen de la informacion que proviene del nucleo septal-medial. Al lesionar esta region,
se eliminan ambas actividades 6 (248). En contraste, las lesiones de la corteza entorrinal
eliminan el componente t- 6, pero no afectan el a- 6 (249). Esto implica que la actividad t- 6
depende de fibras que pasan o hacen sinapsis en el septum medial en su camino a la corteza

entorrinal, mientras que a- 8 requiere la proyeccion colinérgica de septum medial (220).

Existen diferentes posibles funciones de 6. La primera que sirva como mecanismo de
sincronizacion para la formacion hipocampal, registros simultaneos en diferentes regiones
muestran que la actividad 8 es comparable (250). La segunda es gque sirva como marcador de
actividad mas réapida, la fase de 6 a la que las neuronas disparan actividad rapida varia durante
la navegacion, este fendmeno se llama precesion de fase y estd muy relacionado con la
ubicacion (251). La ultima, es que sirva como control de la LTP, ya que impulsos llegando a
CAL1 en una fase positiva de @ resultan en potenciacion, mientras que los que llegan en una fase

negativa resultan en depresion (252,253).
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6.1.2.2.2. Actividad no- 0

Durante la actividad irregular LIA, podemos observar ondas agudas (sharp waves) que se
presentan durante el suefio de ondas lentas y el reposo; estas ondas son menos frecuentes
durante actividades estaticas como comer, beber, asearse, entre otras. Parecen estar ligadas a
un estado de “reposo funcional” del hipocampo (220,254), donde el hipocampo no ejerce sus
funciones conocidas. Ocurren de manera sincronica en CAl, ya que mantienen su coherencia
de fase (255). Estimular las fibras de la colateral de Shaffer resulta en potenciales evocados
muy similares, por esa razon se cree que se originan en CA3 y son proyectados a CAl
(256). Una de las funciones de LIA, es que es un estado durante el cual se fortalecen las
modificaciones de las sinapsis que ocurrieron en periodos previos recientes (257). Otra funcion
es regular la transferencia de informacién del hipocampo a la corteza durante el suefio
profundo. Lo que se relaciona con estudios que encontraron correlacion entre la honda aguda

de LIA 'y los husos del suefio (sleep spindles) corticales (258).

La actividad irregular pequefia SIA, se detecta en transiciones de estado de suefio y vigilia
(259) cuando un animal en movimiento se detiene (260) y/o al alternar de estados de suefio
(240); se presenta durante algunos segundos durante suefio de ondas lentas, después de cada
actividad REM (rapid eye movement) (261). Durante la actividad SIA, casi todas las neuronas
piramidales dejan de disparar, el 3-5% que mantienen su actividad son, probablemente, las

neuronas de lugar que representan el lugar donde el animal esta durmiendo (262).

En la formacion hipocampal, la actividad rapida mas prevalente se encuentra en la corteza
entorrinal y en el DG pero también se registra en las regiones CA (263). Las oscilaciones y se
generan en un ciclo donde la activacion de las neuronas piramidales excita las interneuronas
de activacion répida, y estas inhiben rapidamente todas las neuronas piramidales gracias a

sinapsis GABAGérgicas, este proceso se realiza ciclicamente (148).

Las ondas y aparecen en el procesamiento de informacion sensorial y en otras operaciones
cognitivas. Debido a su alta frecuencia, son ideales para realizar coordinacién entre neuronas
distribuidas en una escala de tiempo que se sale de la percepcion consciente. Cumplen
funciones de coordinacion y enrutamiento dinamicos, fundamentales para los procesamientos
de almacenamiento y recuperacion de la memoria, el mantenimiento a corto plazo de la
memoria de trabajo, la representacion espacial y navegacion (66). Aungue las ondas g también

tienen un rol importante en el procesamiento de memoria (264), parecen ser mas relevantes a
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la hora de procesar informacion sensorial, por ejemplo, se asocian al sistema olfativo en ratas
(238).

6.1.2.2.3. Acople @ -y

Es importante decir que las oscilaciones rapidas registradas en el hipocampo presentan mayor
amplitud cuando estan anidadas dentro de las oscilaciones 8 més lentas (265,266). Aunque la
actividad en estas bandas, 8 y y, suelen coincidir, parecen generarse de forma independiente
(267). En la realizacion de tareas cognitivas que relacionan diferentes regiones cerebrales,
podemos encontrar coherencia en la fase y las oscilaciones se acoplan para activar diferentes
regiones simultaneamente (268). En el hipocampo encontramos esta relacion de manera local.
Esta codificacion es muy clara al estudiar neuronas de lugar (place cells), ya que estas se
activan en una fase particular del ciclo 8. De la misma forma, se observa en el procesamiento
de memoria e informacion sensorial. En este sentido, el acople 6 - y se usa para codificar la
informacion en el hipocampo y para transmitirla a otras regiones implicadas en el proceso que

se esté realizando.

6.1.3. Efectos del p-Amiloide sobre la actividad del hipocampo y sus

implicaciones en la memoria

Los primeros sintomas de la EA tales como desorientacion y fallas en la memoria, estan
relacionados con funciones que se realizan en el hipocampo. Esto sugiere que los eventos
tempranos, asociados a la EA, inician en las terminales sinapticas del hipocampo en presencia
de AP. Se ha observado que la administracion directa de AP en el hipocampo conduce a
alteraciones cognitivas similares a los sintomas tempranos de la EA (269), debido a que el
hipocampo y la corteza entorrinal son especialmente susceptibles a los efectos nocivos de A

(12).

La plasticidad del hipocampo, necesaria para los procesos de memoria y el aprendizaje, se
encuentra sintonizada por la actividad 8. EIl equilibrio en las oscilaciones hipocampales se
mantiene gracias a un equilibrio quimico en la sinapsis, donde cada neurotransmisor contribuye
a la ritmicidad del hipocampo (270). La actividad 6 depende de la activacion colinérgica del
septum medial (6), adicionalmente, el sistema septo hipocampal se define por la conexion y
acople funcional a través de sinapsis GABAérgicas y glutamatérgicas que la forman (6,271).

Asi mismo, la actividad y se genera gracias a sinapsis inhibidoras entre interneuronas
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GABAérgicas y neuronas piramidales (272). Esta actividad oscilatoria, que incluye el
acoplamiento fase-amplitud entre 6 y y, es necesario para relacionar dos regiones diferentes,
en este caso particular, codificar y almacenar adecuadamente informacion en la corteza

proveniente del hipocampo (273,274).

Estudios in vivo en animales, han demostrado la importancia de la sinapsis entre CA3-CA1 en
el aprendizaje asociativo y el procesamiento de la memoria (275,276), asi como sus
implicaciones en laEA (277). En un reciente estudio, la actividad electrofisioldgica de la region
CA3-CAL en humanos present6 una correlacion con ciertas tareas relacionadas con la memoria,
observando respuestas muy similares a las obtenidas en estudios realizados en roedores (277).
Por esta razon, podemos inferir que los resultados obtenidos en modelos animales son capaces
de proporcionar informacion fisiolégica que podria ser aplicada en regiones especificas de

relevancia clinica en el cerebro humano.

La plasticidad observada en el hipocampo se puede entender gracias al estudio de los
mecanismos de potenciacion a largo plazo (long term potentiation-LTP), estos estan
estrechamente correlacionados con las oscilaciones 6 —y (278-280). La actividad oscilatoria
observada en las diferentes estructuras del hipocampo esta altamente regulada por la fase de la
actividad 6 y es necesaria para los procesos de memoria a largo plazo, asi como para las
funciones relacionadas con la memoria declarativa y espacial, las cuales se ven afectadas en
las primeras etapas de la EA (7,280,281).

Se ha observado que la presencia de A afecta la actividad generada en las bandas 6, § y y en
diferentes modelos preclinicos de EA (7,282). Ademas, en pacientes con EA se observan
alteraciones patoldgicas en la actividad oscilatoria en diferentes bandas frecuenciales, como la

relacion o - 6, la coherencia de fase de la actividad y y la sincronizacién entre 6 y 6 (283,284).

Se ha propuesto que alteraciones en el acople 8 — y podria utilizarse como un biomarcador
temprano de EA, ya que se encuentran en ratones transgénicos (CRND8) (285). La presencia
de AB;_., se harelacionado con alteraciones en la actividad oscilatoria, particularmente, en el
acoplamiento entre 6 - y en las sinapsis en el giro dentado a través de la via perforante (286).
Se ha observado en numerosos estudios que los cambios en las oscilaciones cerebrales en
diferentes bandas afectan, e incluso eliminan, la induccion y expresion de LTP
(278,279,287,288), asociando los cambios en la actividad de oscilacion de la red y el correcto

funcionamiento de la sinapsis. Por lo tanto, el deterioro de la LTP inducido por A podria estar
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relacionado con los cambios en la actividad oscilatoria en las estructuras cerebrales afectadas

durante las etapas iniciales de la EA.

Diferentes estudios realizados tanto in vivo como in vitro utilizando diferentes formas
agregadas y configuraciones de AP han resultado en alteraciones presentes a lo largo de la
progresion de la EA. Esto implica diferencias en el tiempo de exposicion a AP (aguda vs
cronica) y en los estados de agregacion de AP (monomérico, oligomérico y fibrilar), los cuales
han reportado efectos sobre la actividad neuronal que varian en términos de excitabilidad,
propiedades de membrana activa y pasiva, actividad de la red y plasticidad neural
(193,198,271,289-291).

Aunque existen una gran cantidad de estudios que muestran los efectos del AP, se sabe poco
acerca del impacto de sus diversas formas solubles sobre la actividad oscilatoria, la
excitabilidad y la plasticidad sinaptica (193,292).

La informacion que obtenemos al estudiar estas formas solubles se asemeja a estados
tempranos de la EA, cuando todavia no se encuentran placas amiloides ni neurodegeneracion.
Nuestro objetivo es evaluar los efectos de AS,s_35 Y AB1—40 €N las oscilaciones del hipocampo,
la transmision basal, la variabilidad y la plasticidad a largo plazo en las sinapsis en cCA3 a
CAL.

6.2. Metodologia
6.2.1. Declaracion ética

Todos los procedimientos realizados en animales vivos se llevaron a cabo de acuerdo con los
lineamientos del Animal Research Reporting In vivo Experiments (ARRIVE) (293), siguiendo
la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (8 edicion, National Institutes of
Health), y cumpliendo con la normatividad colombiana (Ley 84/1989 y Resolucion
8430/1993). Ademas, todos los disefios experimentales y procedimientos fueron aprobados por

el Comité de Etica de la Universidad del Rosario.
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6.2.2. Animales

Como sujetos experimentales se utilizaron 17 ratas Wistar macho de 300 £ 30 g de peso,
suministradas por el bioterio de la Universidad Nacional de Colombia. Los animales fueron
alojados en una sala insonorizada en jaulas de policarbonato, en grupos de cuatro, bajo
condiciones ambientales controladas: 20 £ 1 °C de temperatura, 50 = 10 % de humedad relativa,
y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (luces encendidas de 07:00 a 19:00). Los animales tenian
libre acceso a agua y comida. Se puso especial cuidado en minimizar el sufrimiento de los

animales y en reducir el nimero de animales utilizados.
6.2.3. Disefio experimental

En este trabajo el tratamiento farmacoldgico fue el Unico factor que se modificd. Los animales

se asignaron aleatoriamente a uno de los tres grupos siguientes:

e Grupo control (n = 6), que recibié microinyeccion de vehiculo (solucién salina normal
al 0,9% + azul de metileno al 0,5%). En estos animales se determinaron las
propiedades sinapticas basales y la plasticidad del sistema CA3-CAL.

e Grupo ApB,s_35 (n = 6), que recibié microinyeccion del péptido A25-35.

e Grupo ApB;_4 (N =5), que recibié microinyeccion del péptido A1-40.

En resumen, cada experimento se desarrollé de la siguiente manera:

« Bajo anestesia general, se insertaron estereotaxicamente electrodos de registro y
estimulacién en CA1 y CA3 contralateral.

o Una vez obtenidas respuestas estables, se establecio la relacion entrada/salida.

o Se realizo un registro basal de 30 minutos para caracterizar la eficiencia sinaptica
basal.

o Se realiz6 una microinyeccién de la solucién disefiada en CAL.

o El efecto de la solucién microinyectada sobre la transmision sinaptica se caracterizd
registrando las respuestas sinapticas durante los 30 min posteriores a la
microinyeccion.

o Se realiz6 una estimulacién de alta frecuencia para inducir plasticidad a largo plazo.

o El efecto de la estimulacidon de alta frecuencia (EAF) sobre la eficiencia sinaptica se
caracterizo registrando las respuestas sinapticas durante los 60 min posteriores a la
EAF (Figura 48 A).
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Figura 48.

Cronologia y preparacion del experimento. (a) Cronograma que indica los procedimientos
experimentales durante una sesion de registro. (b) Diagrama de un cerebro de rata que
ilustra la ubicacion de las canulas de microelectrodos (para el registro del potencial de

campo local y la microinyeccion en la CAl izquierda) y de los electrodos de estimulacion (en
la CA3 derecha). (c) Fotografia panoramica de un corte coronal de cerebro iluminado

oblicuamente que contiene lesiones electroliticas representativas realizadas mediante el paso

de corriente a través de electrodos de registro (izquierda) y de estimulacion (derecha) (panel

superior), emparejado a un diagrama coronal correspondiente del hipocampo (extraido y

modificado a partir del diagrama bregma: -3,6 mm del atlas de cerebro de rata de Paxinos),
que resume la colocacion de los electrodos de registro (izquierda, circulos azules) y de
estimulacion (derecha, tridngulos rojos) en cada sujeto experimental. (d) Fotografia
panoramica de un bloque cerebral que contiene el hipocampo izquierdo coloreado con azul
de metileno, lo que atestigua una difusién adecuada de la solucién inyectada.

94



6.2.4. Cirugia

Bajo anestesia general inducida con 1,5 g/kg de uretano al 25% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EE.UU.) y 10 mg/kg de xilacina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania), se colocd al sujeto
en un marco estereotaxico para ratas (SR-6R, Narishige Inc., Tokio, Japon). Se practicd una
incision longitudinal fronto-occipital, seguida de diseccion del tejido conjuntivo y muscular,
para exponer el craneo. Se perforaron dos orificios en los huesos parietales: uno para insertar
un electrodo de registro dirigido a la CALl izquierda (coordenadas estereotaxicas desde bregma:
AP = -3,8 mm, L = 2,5 mm, izquierda); y, uno para insertar un electrodo de estimulacion
dirigido a la CA3 derecha (coordenadas estereotaxicas desde bregma: AP = -3,8 mm, L = 3,7
mm, derecha) (294). Se cortd y retird la duramadre a través de los orificios para permitir la
insercion del electrodo (Figura 48 B). Las cirugias fueron realizadas en el laboratorio de

neurofisiologia comportamental por Jonathan Mufioz siguiendo los protocolos definidos.
6.2.5. Electrofisiologia extracelular in vivo:

Se insertd una canula de microelectrodos (un cable recubierto de esmalte de 5 MQ de
impedancia unido a una aguja de 25 G) a 2,5 mm de la superficie pial utilizando un
micromanipulador hidraulico (SM-25C, Narishige Inc., Tokio, Jap6n) para el registro del
potencial de campo local (LFP) y la microinyeccién local en laregion CAl izquierda. Se insertd
un electrodo bipolar concéntrico a 3,5 mm de la superficie pial utilizando un micromanipulador
(SM-25A, Narishige Inc., Tokio, Japén) para estimular la regién CA3 derecha. Se coloc6 un

electrodo de plata en la musculatura del cuello como referencia.

La actividad del campo registrada en CA1 se amplificé (100 X) utilizando un preamplificador
acoplado a CA (NEX-1, Biomedical Engineering, Nueva York, EE.UU.). A continuacion, la
sefial preamplificada se filtrd con paso de banda (frecuencias de corte de 0,1 Hz 'y 10 kHz) y
se amplifico 20 veces (lo que supone una ganancia total de 2.000 veces). Dicha sefial
condicionada se digitalizd utilizando un convertidor analdgico-digital (DigiData 1200,
Molecular Devices, San José, EE.UU.) con una frecuencia de muestreo de 10 kHz y se
almaceno para su anélisis fuera de linea utilizando la interfaz BOARD-FTD-PACC presentada

previamente.

La region CAS3 se estimulé aplicando pulsos cuadrados monofasicos de 100 ps, emitidos a una
frecuencia de 0,33 Hz, utilizando una unidad de aislamiento de estimulos (Isolator-11,

Molecular Devices, San Jose, EE.UU.), controlada por un generador de pulsos (9514 Plus,
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Quantum Composers, Bozeman, EE.UU.). La intensidad del estimulo (100-400 pA) se ajusto
para obtener potenciales postsinapticos excitatorios de campo CA1 (fFEPSP) estables y fiables.
La profundidad de los electrodos de estimulacién y registro desde la superficie pial se ajustd
con precision para obtener fEPSP de latencia corta, con una forma de onda caracteristica del
estrato piramidal CA1l.

Una vez conseguida una fEPSP CALl estable, se definid la intensidad umbral del estimulo
disminuyendo la intensidad a la mitad hasta que la tasa de fallo de la fEPSP fuera igual o
superior al 50 % (caracteristicamente de 50 a 200 pA). A continuacion, se duplico
sucesivamente la intensidad del estimulo hasta alcanzar la saturacion de la respuesta fEPSP
(caracteristicamente de 4 a 8 veces la intensidad umbral). A continuacion, se selecciono la
intensidad del estimulo necesaria para obtener ~50% de la respuesta maxima (150) para evaluar
la plasticidad a corto y largo plazo. La actividad sinaptica basal se caracteriz6 registrando la
fEPSP provocada por la estimulacion de CA3 en CAL (intensidad 150, duracion 100-us,
frecuencia 0,1-Hz) durante 30 min. El efecto de la microinyeccion intrahipocampal sobre la
actividad sindptica basal se caracterizd registrando dicha fEPSP durante 30 min tras la
microinyeccion. La potenciacion a largo plazo en las sinapsis cCA3-CALl se indujo mediante
la administracion de seis trenes (1-s de duracion, 100-Hz de frecuencia) a intervalos de 60-s
entre trenes (HFS). El efecto del HFS sobre la eficacia sinaptica de cCA3 a CAL se estudid
registrando la respuesta de CA1 izquierda a la estimulacién de CA3 derecha (intensidad 150,
duracidn de 100 ps, frecuencia de 0,1 Hz) durante 60 minutos. Se mantuvo un nivel anestésico
profundo durante toda la sesion de grabacion utilizando dosis anestésicas suplementarias
(aproximadamente cada 4 horas) para conseguir una actividad estable y confiable en CA1
(295).

Una vez finalizada la sesion de registro, se administré una dosis terminal de anestesia (uretano
2 g/kg y xilacina 10 mg/kg, por via intraperitoneal) y se marcd la ubicacion de las puntas de
los electrodos de estimulacion y registro haciendo pasar por ellas corriente continua
suministrada por una fuente de corriente de precision (Midgard, Stoelting, Wood Dale,
EE.UU.). Se extrajo el cerebro del sujeto y se sumergio en paraformaldehido al 4% durante 3
dias; a continuacién, se obtuvieron cortes coronales de 100 um de grosor que abarcaban los
lugares de estimulacién y registro utilizando un vibratomo (1000 Plus, Vibratome,
Bannockburn, EE.UU.). La posicion de los electrodos y el trazo de difusion de la solucion

coloreada microinyectada se documentaron examinando los cortes con un estereoscopio
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(SZX16, Olympus, Tokio, Japdn) y tomando fotografias digitales (Cybershot DSCW?7, Sony,

Tokio, Japon) bajo retroiluminacion oblicua (Figura 48 C).
6.2.6. Preparacion del vehiculo y soluciones de B-Amiloide:

Entre las muchas especies solubles de AP, se seleccionaron una forma corta Af,s_35 Y una
larga AB;1_40 POr su cinética de agregacion, neurotoxicidad y patogenicidad. El péptido AB;_40
conforma aproximadamente el 90% del contenido de AB en placas amiloides (296). El péptido
AB,s_3c Se agrega mas rapidamente y muestra una mayor neurotoxicidad (211,297). Los
péptidos A25-35 y Al-40 se prepararon como se ha descrito previamente (271,271,291).
Brevemente, los péptidos se disolvieron en solucién salina normal al 0,9 % con azul de
metileno al 0,5 % hasta alcanzar una concentracion de 1,5-mM y se almacenaron a -20°C. Se
descongelaron alicuotas y se incubaron a 37°C durante 24 h antes de los experimentos
(298,299). La solucién vehiculo fue, solucién salina normal al 0,9% con azul de metileno al
0,5%. Se utiliz6 azul de metileno para comprobar la difusion adecuada en la regién CAL del

hipocampo de la solucidn inyectada, vehiculo o péptidos (Figura 48 D).
6.2.7. Microinyeccion intrahippocampal

Una vez obtenido el registro basal, se utiliz6 una jeringa Hamilton conectada a través de un
tubo 12-G para inyectar 2 ul de la solucion disefiada (vehiculo, AB,s_3: 0 ABi_40) @ UNA
velocidad de 1 pl/min a través de la canula del microelectrodo insertada en la region CAL del
hipocampo izquierdo. Las dosis de AB,s_3= Y AB1_40 (3 NM) y el volumen total de inyeccion
(2 pL) se eligieron, de modo que el volumen no afectara el funcionamiento neuronal, de
acuerdo con informes anteriores (300-303). Se dejaron tres minutos tras la microinyeccion para
permitir la difusion y evitar fugas de la solucion inyectada y, a continuacion, se reiniciaron la

estimulacién y el registro
6.2.8. Andlisis de datos

Para analizar los datos obtenidos se planificaron analisis de datos electrofisiologicos para
caracterizar los efectos de ambas soluciones microinyectadas sobre las respuestas sinapticas
basales de cCA3 a CA1, la plasticidad a largo plazo de cCA3 a CAl Yy la actividad oscilatoria
de CAL. Posteriormente, se analizaron las sefiales adquiridas luego de los eventos de
estimulacion, utilizando los métodos implementados en la interfaz BOARD-FTD-PACC, el

cual permite llevar a cabo anélisis en diferentes dominios, como se especifico en el capitulo
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anterior. Se llevaron a cabo analisis estandar que han sido ampliamente estudiados, para
confirmar la validez de los experimentos y de los métodos utilizados, tales como el estudio de
la pendiente del primer componente de la fEPSP de cada estimulo, la cual permite determinar
la presencia o ausencia de facilitacion y asi poder evaluar la LTP. Para los analisis en frecuencia
preferimos el método de PSD relativa de Welch en las diferentes bandas de potencia ya
descritas. EI analisis en el dominio tiempo-frecuencia se realizé construyendo escalogramas
para cada trial, utilizando la wavelet Morlet (35,304), estudiamos también los promedios de
estos escalogramas de modo a tener resultados constantes en el tiempo. Finalmente definimos
el PAC (144) usando el método de deteccion de picos (Figura 49), ya que la presencia de la
banda lenta moduladora estudiada 8 no tiene una actividad constante a lo largo del registro.
Para comparar el resultado del PAC, se obtuvieron los vectores promedios de la fase en la que

modula la amplitud de frecuencias mas altas.
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Figura 49.

Proceso de analisis del acoplamiento fase-amplitud (PAC) 6- » (A) Se representa la LFP
filtrada en las bandas @ (trazo negro) y y (trazos coloreados); el trazo 6 es la media de n
ciclos 6, alineados en torno a su amplitud maxima (reducida para ajustarse a la amplitud p);
cada actividad p concurrente con ciclo 8 se presenta en superposicion utilizando la
alineacion antes mencionada. (B) Escalograma medio normalizado de la banda y (escala de
colores) en relacion con la fase 6 (ilustrada como trazo blanco). (C) Promedio de la
potencia espectral normalizada de la banda p en funcion de la fase 6 (D) Vector medio de C
indicando la fase dominante 8 - » PAC.
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6.2.9. Estadistica:

Utilizando una prueba Shapiro-Wilk, se comprobo que los datos de plasticidad a largo plazo y
PSD pertenecen a una distribucion normal. Los valores estadisticos se obtuvieron aplicando
técnicas como ANOVA unidireccional o anélisis de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis,

usando maédulos de SigmaPlot 12.0, (Systat Software, Inc., San José, California, EE.UU.).

La variabilidad de las respuestas sinapticas cCCA3-aCAl de los grupos experimentales se

compararon mediante la prueba de Levene (305).

Los &ngulos vectoriales resultantes del PAC medio de los grupos experimentales se

compararon utilizando la caja de herramientas MATLAB para estadistica circular (306).
6.3. Resultados

6.3.1. Ap no alteré la eficiencia sinptica, pero indujo cambios en la

variabilidad sinaptica

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales durante el registro
basal antes (H (2) = 0,153, p = 0,797, n=16), o después de la inyeccién intrahipocampal
(F(2,13) = 1,541 p = 0,251, n=16). Sin embargo, la variabilidad de la pendiente fEPSP cambid
significativamente tras la inyeccion intrahipocampal (F (2,461) = 64,898, p < 0,001, n=16); el
andlisis post hoc mostré que la microinyeccion Ap;_,oaument6 significativamente la
variabilidad sindptica cCA3-to-CA1l méas que los otros tratamientos (control vs. A25-35:
F(1,317) = 0,004, p = 0,951, n=11; control vs a A1-40: F(1.287) = 71,932, p < 0,001, n=10; y
AB1_40VS. AB2s_35: F(1.318) = 86,351, p < 0,001, n=11) (Figura 50 A). La variabilidad
aumento progresivamente en los grupos control y AfS,s_35 después de ambas inyecciones
(control: F(1.606) = 19,232, p < 0,001, n=5; AB,5_35: F(1.636) = 23,761, p < 0,0001, n=6) y
HFS (control: F(1.438) = 63,522, p < 0,0001, n=5; AfB,s_35: F(1.438) = 49,588, p < 0,0001,
n=6). Sin embargo, aunque la variabilidad del grupo AB,_4, aumento sustancialmente tras la
inyeccion (F(1.606) = 299,08, p < 0,0001, n=5), no cambio tras la HFS (F(1.438) = 0,63, p =
0,428,n=5).

6.3.2. AP afecto la plasticidad sinptica a largo plazo

La estimulacién de alta frecuencia indujo un aumento significativo de la pendiente fEPSP en
sujetos inyectados con vehiculo (de 100 £ 0,91 % a 198,8 £ 14 %, H (2) = 9,5, p = 0,009, n=5).

99



Por el contrario, tanto AfB,s_35 como AB;_4, redujeron el aumento de la pendiente fEPSP
inducido por el HFS (AfB,5_35: de 100 £ 1,29 % a 89,45 + 16 %, F (2,17) = 0,504, p = 0,614,
n=6; A1-40: de 100 + 1,84 % a 113,5 + 25 %, F(2,17) = 0,938, p = 0,418 n=5; (Figura 50 B).
De hecho, el cambio de la pendiente fEPSP tras la HFS fue significativamente diferente entre
grupos (F(2,15) = 17,741, p < 0,001, n=16); el analisis post hoc (prueba de Tukey) mostré que
los sujetos inyectados con vehiculo mostraron un aumento de la pendiente fEPSP
significativamente mayor que los inyectados con Af,s_3c Y AB1_40 (control vsa A25-35: Q =
8,146; p < 0,001, n=11; control frente a AB;_40: Q = 6,083; p = 0,002, n=10), siendo estos
altimos grupos no significativamente diferentes entre si (Q = 1,792; p = 0,437, n=11). Estos
resultados muestran que la microinyeccion de A soluble deteriora la plasticidad sinéptica a
largo plazo cCA3-aCAL.

100



i HES _
n
L]
2000 _ - [ 200 4
- "
Y
é J " « " o °8.7 % 4
g « B u
2 "aom - g
=5 sksk . a i :: -
=% 1000 = o © 100 - AR
o * s LS LR
% = :
= t a
- " & & -
. At :
L A
Tegere T :
0 - |. 2 . I. - T T T T T 0 T T T T T T T
0 40 80 120 0 40 80 120
Time (min) Time (min)
@ Control
AAﬁZS—}S
WA 4
(a) (b)

Figura 50.

Las inyecciones intrahipocampales de Af alteraron la variabilidad sinaptica y deterioraron
la LTP en la sinapsis cCA3-CAL. Evolucion temporal de la variabilidad de la pendiente (a) y
la magnitud (b) de la EPSP provocada por la estimulacion de cCA3 en CALl registrada a lo
largo de tres etapas experimentales consecutivas, de izquierda a derecha: (1) 30 min antes
de la inyeccion del péptido (linea base), (2) 30 min después de la inyeccion intrahipocampal,
y (3) después de HFS (seis trenes de 1 s, 100 Hz, entregados cada 60 s). La variabilidad
EPSP aumentd después de la inyeccion intrahipocampal, siendo significativamente mayor en
el grupo AB,_40. La HFS indujo una LTP significativa en los sujetos inyectados con
vehiculo, pero no en los inyectados con Af. En (a), cada punto representa 5 min de varianza
de la pendiente; en (b), cada punto ilustra 2 min de media + error estandar de la media
(SEM). Recuadro en (b): A la izquierda: promedio representativo de la fEPSP de CA1 de
cada grupo experimental evocada por estimulos 150 administrados en CA3 contralateral (la
region que representa el componente monosinaptico esta delimitada por un recuadro
rectangular gris); derecha-tres conjuntos de trazas promedio (10 ensayos por promedio) del
componente monosinaptico del potencial de campo CAL evocado por estimulos cCA3
obtenidos durante la linea de base (linea fina, color oscuro), tras la inyeccion
intrahipocampal (linea intermedia, color intermedio) y tras la HFS (linea gruesa, color
claro) para cada grupo experimental (control, azul; AB,s_3s, rojo; y Ap1-40, negro).
x»xSignificativas diferencias entre grupos (p < 0,001). Los datos de cada grupo experimental
se normalizaron respetando el valor medio obtenido durante los dltimos 15 min basales.
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6.3.3. ABs5_35 indujo un aumento en la densidad de poder espectral (PSD)

relativo en las bandas y y HFO1

La inyeccidn intrahipocampal de AB,s_35 indujo aumentos significativos en la PSD relativa
(Figura 51) en las bandas y (Figura 51 A, columna izquierda, F(2,11) = 8.237,p = 0.007, n=17)
y HFOL1 (Fig. 4B, columna izquierda, H(2) = 6.408,p = 0.029, n=17), pero no en otras bandas.
Ni lainyeccion de AB;_.o nilade vehiculo indujeron cambios significativos en la PSD relativa

en ninguna banda (Tabla 1).

Banda de Frecuencia | Estadistica (d.f.) | Valor | p

d He) 2539 | 0.311
q Fe,11) 1.376 | 0.293
a Fe11) 0.317 | 0.732
b He) 0.754 | 0.722
g Fe,11) 8.237 | 0.007
HFO. He) 6.408 | 0.029
HFO. He) 3.893 | 0.144

Tabla 1 Efecto de la inyeccion sobre la PSD relativa: Resumen de los resultados de ANOVA
0 ANOVA sobre rangos, estadistico (F o H) y valores de p, para la comparacién Inter grupos
de la PSD relativa (normalizada con respecto a los valores basales) para cada banda de
frecuencia después de inyeccion intrahipocampal de AB d.f., grados de libertad. Los resultados

significativos se destacan en negrita.

En sujetos inyectados con AfS,c_3s, la HFS no indujo cambios adicionales en y (Figura 51 A,
columna derecha; 5 min: F(2,11) = 3,036, p = 0,089; 30 min: H(2) = 1,96, p = 0,403; 60 min:
F(2,11) = 1. 502, p = 0,265), HFO1 (Figura 51 B, columna derecha; 5 min: F(2,11) = 0,063, p
=0,940; 30 min: F(2,11) = 0,224, p =0,803; 60 min: F(2,11) = 0,341, p = 0,718), o0 en cualquier
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otra banda. La HFS no indujo cambios significativos en la PSD relativa en ninguna banda en

los sujetos inyectados con vehiculo o con AB;_4, (Tabla 2).

Banda de 5 min post 30 min post 60 min post
Frecuencia HFS HFS HFS
d Estadistico (d.f.) | Hp Fe1y) He)
Valor 1.404 1.39 1.31
p 0.545 0.289 0.569
q Estadistico (d.f.) | Fe1) F2,11) He)
Valor 0.6 1.989 3.284
p 0.566 0.183 0.201
a Estadistico (d.f.) | Fe1) F,12) Fe.11)
Valor 2.555 1.081 1.306
p 0.123 0.373 0.31
b Estadistico (d.f.) | Fe1 Fe.11) Fei1)
Valor 0.396 0.361 0.44
p 0.682 0.705 0.957
g Estadistico (d.f.) | Fe1 He) F.11)
Valor 3.036 1.96 1.502
p 0.089 0.403 0.265
HFO., Estadistico (d.f.) | Fe11 Fe.11) Fe.11)
Valor 0.0625 0.224 0.341
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p 0.94 0.803 0.718
HFO. Estadistico (d.f.) | Fe) Fei) F11)
Valor 0.696 0.0769 0.679
P 0.519 0.927 0.527

Tabla 2 Efecto del HFS sobre la PSD relativa: Resumen de los resultados del ANOVA o

ANOVA sobre rangos, estadistico (F o H) y valores de p, para la comparacién intergrupos de

la PSD relativa (normalizada con respecto a los registros posteriores a la inyeccion) para cada

banda de frecuencia tras el protocolo HFS. d.f., grados de libertad.

En resumen, solo AB,<_3s (que es la especie soluble mas toxica de AB) indujo un aumento de

la contribucion energética en las bandas y y HFOL, sin embargo, el HFS no modificd ain mas

tales cambios.
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HFS effect
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La inyeccion del péptido, pero no el HFS, aument6 la rPSD en las bandas yy HFOL.
Diagramas de barras que ilustran la rPSD en las bandas (A) y HFOL1 (B), normalizada con
respecto a la rPSD en las mismas bandas durante el estado basal (panel izquierdo) o 15-30

min después de la inyeccion del péptido (panel derecho), mostrando el efecto de la inyeccion

y del HFS, respectivamente. Abreviaturas: *, diferencia significativa respecto al grupo de
control durante la linea de base, p < 0,05; **, diferencia significativa respecto a cada grupo
tras la inyeccion del péptido, p < 0,01.
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6.3.4. La inyeccion de AP alteré el acople 6 y y afectd los cambios inducidos

por la estimulacion de alta frecuencia

El acoplamiento fase-amplitud (PAC) puede utilizarse para medir la modulacion en una
estructura, en este caso para determinar si la amplitud de y estaba vinculada a la fase de 6 en
el hipocampo. Se pueden utilizar diferentes enfoques para calcular el PAC, en este caso
calculamos la potencia media de la frecuencia rapida y, sobre la banda lenta moduladora 6 en
ciclos individuales. Este método es especialmente Gtil cuando la banda moduladora no es
constante a lo largo del experimento. La distribucién de potencia se obtuvo promediando toda

la banda, y su media da un valor Gnico para la modulacion entre el par de bandas de frecuencia
(6 y y) (Figura 49).

La inyeccion de AB;_4o indujo un desplazamiento significativo de la fase 8 moduladora de la
amplitud y (~122°; F(1,8) = 37,220, p < 0,001); ni la inyeccion de vehiculo (F(1,6) = 1,59, p =
0,254), ni lade AB,s_3< (F(1,9) = 3,26, p = 0,104) indujeron desplazamientos significativos de
dicha fase moduladora (Figura 52 A). Las comparaciones planificadas entre grupos mostraron
que el desplazamiento de fase inducido por la inyeccion de AB;_,, fue significativamente
mayor que el inducido por la inyeccién de vehiculo (F(1,6) = 7,71, p = 0,03) y el inducido por
la inyeccion de AB,s_35 (F(1,9) = 4,76, p = 0,05); los desplazamientos de fase inducidos por
la inyeccion de vehiculo y AB,s_35 no fueron significativamente diferentes entre si (F(1,7) =
0,43, p=0,53).

Tomando como referencia el desplazamiento de fase inducido por la inyeccion de cada grupo,
se observo que la HFS indujo un desplazamiento de fase significativo (~112-137°) en los
sujetos inyectados con vehiculo (Figura 52 B, flechas azules; F(3,16) = 4. 47, p = 0,002); dicho
desplazamiento de fase persistio hasta 1 h después de la HFS (5 min: F(1,4) = 9,25, p = 0,038;
30 min: F(1,4) = 7,07, p = 0,05; 60 min: F(1,4) = 13,11, p = 0,022). En los sujetos inyectados
con AB,_49, la HFS indujo un desplazamiento de fase menor (~45-70°) que sélo alcanzé
significacion 60 min después (F(3,16) = 1,21, p = 0,338; 5 min: F(1,8) = 0,72, p = 0,421, 30
min: F(1,8) = 0,82, p = 0,392, 60 min: F(1,8) = 5,55, p = 0,046). En cambio, la HFS no indujo
un desplazamiento de fase significativo en los animales inyectados con Ab 25-35 (F(3,16) =
1,03, p = 0,4073; 5 min: F(1,8) = 2,75, p = 0,136; 30 min: F(1,8) = 0,92, p = 0,366; 60 min:
F(1,8) = 0,25, p =0,631).
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La inyeccidon de péptidos y el HFS desplazaron el vector de fase medio 6 - » PAC. (A)
Diagrama circular que ilustra el desplazamiento inducido por la microinyeccion
intrahipocampal del vector de fase medio 6 - » PAC para cada grupo con respecto al vector
de referencia. (B) Diagramas circulares que ilustran la evolucién temporal (a los 5, 30 y 60
min) del desplazamiento inducido por HFS del vector de fase medio 8-y PAC para cada
grupo con respecto al vector de microinyeccion. Las flechas de colores indican los angulos
medios de los vectores (Control, azul; AB,s_s<, r0jo; Y AB1_40, Verde); las areas sombreadas
de colores correspondientes ilustran el error estandar de los &ngulos para cada grupo.
Abreviaturas: diferencias significativas en relacion con el vector de referencia, 1, p < 0,05,
777, p < 0,001; diferencias significativas entre grupos, * p < 0,05.

6.4. Conclusiones y discusion

En este trabajo observamos que, aunque la microinyeccién intrahipocampal de especies
solubles de AP no cambia la transmision basal, si afecta significativamente otras propiedades
de las sinapsis de cCA3 a CALl. El primer cambio observado es que el péptido
AB1_40 incrementd significativamente la variabilidad sinaptica basal en comparacion con otros
tratamientos, pero deterior0 la variabilidad inducida por la estimulacion de alta frecuencia. El
segundo es que la inyeccion de AfS,s_35 aumento significativamente la PSD relativa para las
bandas y y HFOL. El tercero es que ambos péptidos beta amiloide solubles (AB,5_35 Y AB1—-40)
deterioraron la LTP inducida por HFS. Finalmente, el cuarto es que la inyeccion de
AB1_40 Indujo un cambio significativo en la fase moduladora del acople 8 - y a (~122°) pero,

al igual que lo hizo AB,5_3s, afecto la ocurrencia de un cambio de fase inducido por HFS.

Estudiar el efecto de los péptidos AP aporta informacion sobre los estados tempranos de la EA.
Diferentes estudios muestran que la presencia de AP soluble puede afectar la transmision

sinaptica y la plasticidad, generando cambios en la densidad de las espinas dendriticas v,
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eventualmente, en la poda sinaptica (307-309). En nuestro trabajo, encontramos que la
microinyeccion intrahipocampal de péptidos solubles de AP en ratas anestesiadas afecto la
variabilidad sindptica en cCA3-CALl y afecto la plasticidad sindptica a largo plazo. Estos
resultados confirman los observados en otros estudios (180,301).

La inyeccion intrahipocampal del vehiculo alter6é levemente la variabilidad de la pendiente de
fEPSP, este efecto se ha observado previamente en preparaciones in vivo (310,311),
posiblemente debido a un efecto mecéanico y osmotico de la solucion salina. Los efectos de azul
de metileno pueden descartarse ya que solo se han reportado efectos neurotdxicos in vitro en
concentraciones superiores a 100 uM, (alrededor de diez veces nuestra preparacion) (312,313).
Otro efecto de esta molécula es que puede, luego de varios dias de incubacién, inhibir la
oligomerizacion de AP en una manera dosis-dependiente (en un rango entre 0,01 a 445 uM)
(314). En este caso, el tiempo de uso no superaba los 4 a 8 dias necesarios para generar este

efecto.

Varios estudios in vivo muestran que la presencia de diferentes fracciones de AP no afecta la
amplitud, ni la pendiente del potencial basal del hipocampo (300,311,315) . Confirmamos estos
hallazgos ya que la inyeccion de AB;_,o, induce aumentos significativos en la variabilidad de

las respuestas sinapticas de cCA3 a CAL sin cambios significativos en la pendiente de fEPSP.

En términos de potencia, no encontramos cambios generados ni por la inyeccion
intrahipocampal de AP ni por el HFS en CAl (Tabla 3y Tabla 4). Se observo que Unicamente

la presencia de AfB,s_35 generd un aumento significativo de la potencia relativa de y y HFO1.

Las ondas y y las HFO1 se han relacionado con diferentes procesos cognitivos como la
consolidacién de la memoria y el aprendizaje, tanto en humanos como en animales (316-319),
asi como con otros procesos como la navegacion (266,320), la memoria de trabajo (321) y la
recuperacion de la memoria (322). Las alteraciones en estas bandas, debido a la presencia de

AP estarian asociadas con una disfuncion sinaptica y afectacion cognitiva (193,319,323,324).

En nuestro experimento observamos que tanto AfS,s_ss COMO AfB;_4 afectan la LTP inducida
por HFS en las sinapsis de cCCA3 a CAL. Esta alteracion ha sido ampliamente reportada y se ha
establecido que la inestabilidad de la red hipocampal, determinada a partir del deterioro de LTP
puede ser la base de deficiencias cognitivas sutiles observadas durante las primeras etapas de
la EA.
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Un resultado interesante, es que en el grupo control, la HFS desplazé la fase a la cual se realiza
la modulacién PAC, este cambio se mantuvo hasta por 60 minutos, Ademas de afectar la LTP
inducida por HFS, tanto AB,5_35 como AB;_4o bloguearon el cambio de fase, con el efecto de
AP,s_35 persistiendo por un mayor tiempo. La inyeccion intrahipocampal de AB;_.o también
alterd la fase en la cual se realiza la modulacion 8 - y antes de la HFS. Se han reportado
incrementos en el acoplamiento de 6 - y después de LTP inducida por HFS, en ese caso, la
inyeccion de AfB;_,, afectd la LTP y disminuyo el acoplamiento 8 — y (286). En un estudio
clinico, la restauracion de la modulacion 6 - y en la corteza temporal se asocié la mejora en el
rendimiento de la memoria de trabajo en adultos mayores (325) y por ende, los resultados

descritos pueden tener una aplicacion clinica futura.

Los resultados observados en este trabajo sugieren que las alteraciones en la relacion funcional
entras las bandas 8 y y estan relacionadas con la disfuncién de la plasticidad sinaptica inducida
por AP en un modelo de las primeras etapas de la EA. En este modelo, la presencia de AB
soluble afecta la variabilidad y la plasticidad sinaptica, estos cambios en la red neuronal podrian
ser el origen de las deficiencias cognitivas caracteristicas de esta etapa. Se podria considerar
entonces las anomalias en la modulacion 8 - y aqui descritas, como un biomarcador temprano
de la EA que podria presentarse mucho antes de que se encuentre neurodegeneracion. La EA
es un trastorno neurolégico crénico y complejo que involucra diferentes mecanismos y por lo

tanto, es importante estudiar el papel del acople 6 - y para determinar plenamente su rol en esta

patologia.

Frequency band | Estadistico (d.f.) | Valor | p

d F11) 0.62 | 0.557
q Fe.1) 2.02 |0.179
a F1) 1.28 | 0.317
b F11) 2.16 |0.162
g Fe11) 158 |0.25
HFO. F11) 1.06 |0.378
HFO. He) 1.274 | 0.562
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Tabla 3 Efecto de la inyeccion sobre la PSD: Resumen de los resultados del ANOVA o

ANOVA sobre rangos, estadistico (F o H) y valores p, para la comparacion intergrupos de la

PSD (normalizada respecto a la linea base) para cada banda de frecuencia tras la inyeccién

intrahipocampal de Ab.: d.f., grados de libertad.

Frequency 5 min after 30 min after 60 min after
band HFS HFS HFS
d Estadistico H2) He) He)

(d.f)

Valor 0.811 1.547 2.833

p 0.697 0.499 0.265
q Estadistico H) H) H2)

(d.f.)

Valor 0.741 1.989 2.074

p 0.727 0.4 0.381
a Estadistico H2) He) He)

(d.f)

Valor 1.684 0.495 0.741

p 0.461 0.809 0.727
b Estadistico H2) He) F.11)

(d.f.)

Valor 0.23 0.373 1.311

p 0.903 0.852 0.309
g Estadistico H2) F,11) Fe11)

(d.f)

Valor 4.84 0.534 1.736

p 0.085 0.601 0.221
HFO. Estadistico F(2,11) He) He)

(d.f.)

Valor 1.093 1.602 3.24

p 0.369 0.483 0.214
HFO, Estadistico F11) F.11) He)

(d.f)
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Valor 1.747 0.209 2.888

p 0.219 0.815 0.251

Tabla 4. Efecto del HFS sobre la PSD: Resumen de los resultados del ANOVA o ANOVA
sobre rangos, estadistico (F o H) y valores de p, para la comparacion intergrupos de la PSD
relativa (normalizada con respecto a los registros posteriores a la inyeccién) para cada banda

de frecuencia tras el protocolo HFS. Abreviaturas: d.f., grados de libertad.

7. Perspectivas de investigacion a corto y mediano plazo

A partir de los estudios y herramientas desarrollados en este trabajo, las perspectivas de trabajos
futuros se generan en diferentes direcciones. En un primer lugar, estan los trabajos que se
pueden desarrollar utilizando la interfaz. De hecho, la herramienta generada durante esta tesis
se puede utilizar activamente en cualquier laboratorio de neurofisiologia bésica e incluso
clinica. Hemos adelantado estudios de conexiones talamo corticales in vivo, donde se encuentra
modulacion PAC entre diferentes subestructuras del tdlamo y la corteza motora, al estimular
las vibrisas de una rata anestesiada. Estas modulaciones se han detectado en ambas direcciones
(tdlamo-corteza y corteza-talamo) y son muy sensibles a la definicion de la banda moduladora.
La habilidad de seleccionar los limites que nos ofrece la interfaz nos ha permitido obtener
resultados interesantes. Estos estudios se van a continuar con los diferentes experimentos
realizados en las diferentes lineas de investigacion que se llevan en el laboratorio de

neurofisiologia de la Universidad Nacional y la Universidad del Rosario.

En segundo lugar, esta el interés de aumentar el alcance de la interfaz. Por un lado, nos interesa
generar un médulo que permita analizar el acople en amplitud-amplitud (AAC), y por otro lado
implementar diferentes algoritmos de PAC que se han publicado recientemente.
Adicionalmente, estamos desarrollando un sistema de deteccion de patrones a lo largo del
registro, los cuales seran seleccionados por el investigador para mantener el caracter flexible y
semiautomatico de la interfaz. El hecho de poder seleccionar los patrones nos permite
establecer correlaciones entre el patron y una funciéon cognitiva o funcional, en un sujeto

anestesiado o0 que esta realizando alguna tarea particular.

111



En tercer lugar, nos interesa profundizar en el estudio de las alteraciones de las modulaciones
cerebrales usando el modelo implementado, pero incluyendo otros péptidos como el Beta
Amiloide 1-42 en diferentes estados de agregacion (oligomérica, fibrilar y monomérica), asi
como diferentes farmacos agonistas y antagonistas de receptores glutamatérgicos, gabaérigicos

y colinérgicos.

Ademas, queremos evaluar si algunas moléculas y fitoterapeuticos con potencial
neuroprotector, pueden revertir los cambios en la modulacion en presencia de AP o incluso en
modelos transgénicos que presenten ademas taupatia. Tal como lo mencionamos
anteriormente, la interfaz de analisis grafico, asi como la modulacion de fase-amplitud para
ondas lentas y rapidas, pueden ser un buen indicador de mecanismos de plasticidad sinaptica
subyacente a los mecanismos fisioldgicos de memoria, que se podrian evaluar en otros modelos

experimentales de disfuncién cognitiva.

Por ultimo, nos interesa usar las alteraciones que se encontraron en presencia de AP para
determinar si es posible usar estos resultados como un método de diagndstico real, practico y
efectivo en la clinica. Seria necesario confirmar estas alteraciones en animales transgénicos,
determinar si es posible medir las alteraciones en la modulacion usando electrodos superficiales

y hacer pruebas en humanos.
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BOARD-FTD-PACC: a graphical user interface e
for the synaptic and cross-frequency analysis
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Abstract

In order to understand the link between brain functional states and behavioral/cognitive processes, the information
carried in neural oscillations can be retrieved using different analytic techniques. Processing these different bio-
signals is a complex, time-consuming, and often non-automatized process that requires customization, due to the
type of signal acquired, acquisition method implemented, and the objectives of each individual research group. To
this end, a new graphical user interface (GUI), named BOARD-FTD-PACC, was developed and designed to facilitate
the visualization, quantification, and analysis of neurophysiological recordings. BOARD-FTD-PACC provides different
and customizable tools that facilitate the task of analyzing post-synaptic activity and complex neural oscillatory data,
mainly cross-frequency analysis. It is a flexible and user-friendly software that can be used by a wide range of users to
extract valuable information from neurophysiological signals such as phase—amplitude coupling and relative power
spectral density, among others. BOARD-FTD-PACC allows researchers to select, in the same open-source GUI, differ-
ent approaches and techniques that will help promote a better understanding of synaptic and oscillatory activity in
specific brain structures with or without stimulation.

Keywords Cross-frequency analysis, Synaptic analysis , Event-related potentials, Phase—amplitude coupling, Phase

coherence

1 Introduction

Starting with the first electroencephalographic (EEG)
recordings by Hans Berger [1], brain activity, in dif-
ferent oscillation bands, has been associated with
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cognitive processes. Since then, advances in neurophysi-
ological techniques, acquisition methods, and signal
processing (i.e., computational capability improvements)
have yielded major insights into the function of spe-
cific brain structures and their relation with behavior
and cognitive processes [2]. For instance, theta, alpha,
and gamma band interactions in the neocortex and hip-
pocampus are linked with memory processes [3], while
beta oscillations have been related to sensory-motor
activity [4].

Interactions between brain oscillators can be estimated
through different methods. In this sense, cross-frequency
coupling (CFC) analysis characterizes the interaction
between oscillations across different frequency bands;
different types of CFC have been described, including
phase-to-phase (PPC), amplitude-to-amplitude (AAC),
and phase-to-amplitude (PAC). In this work, we focused
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on two types of coupling: phase coherence (PC) [5] and
PAC. There are different methods for measuring PAC:
envelope-to-signal correlation [6], phase-locked meas-
urement [7], modulation index [8], general linear model
measurement [9], the amplitude of the power spectral
density (PSD) [10], Kullback-Leibler-based modula-
tion index [11] and event-related phase—amplitude
coupling [12]. Each method has different advantages
and limitations and should be chosen according to the
data acquired and the specific experiment performed.
In the case of PC, relations between two signals can be
observed by their instantaneous phase difference [13].
These moments of coherence reveal an effective interac-
tion between different areas of the brain [14] and a flex-
ible communication structure [15]. This mechanism has
been linked with several functions, such as memory [16]
and attention [17].

Analysis of neurophysiological recordings may require
different methodological approaches with diverse com-
plexity levels, ranging from amplitude and latency
quantification in single-cell records to the analysis of
coordinated network activity of several hundred thou-
sand active neurons (large-scale brain networks).
Implementing advanced analytical procedures requires
proficient management of complex mathematical meth-
ods and programming skills, which are not mastered by
many neuroscientists or clinicians; it could therefore be
profitable to offer them a user-friendly software applica-
tion subserving such analytical methods. Although there
are, in fact, some available applications and tools to ana-
lyze neural signals, some of them have been designed
for particular purposes, and, therefore, they can be not
easily customizable, expensive, not available for the gen-
eral public or too complicated for general use. The fol-
lowing are some of the many other programs that have
been developed for cross-frequency analysis, and which
take different approaches. EEGlab [18] is a very complete
and wide-ranging MATLAB toolbox oriented to scalp
EEG signals, developed for event-related potential (ERP)
and independent component analysis (ICA). EEGLab
has a toolbox, event-related PACTools [19], that allows
the use of several PAC methods. In addition to EEGLab,
other software like Fieldtrip [20], Brainstorm [21], MNE
[22] and Tensorpac [23], are able to estimate PC, PAC
and other types of time—frequency analysis. However,
some of them require advanced programming abilities,
non-include a graphical interface, not allow automatic
segmentation or implement only one method of PAC
estimation. On the other hand, there are a lot of programs
for analyzing synaptic activity such as Neuromatic [24],
MiniAnalysis (Synaptosoft, Decatur, US), Minhee Analy-
sis Package [25], Easy Electrophysiology v2.3 (Easy Elec-
trophysiology Ltd., UK), pClamp 11 (Molecular Devices)
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and WCP Strathclyde Electrophysiology Software, which
focus on detecting and quantifying post-synaptic events,
action potential analysis and filtering, among many other
functions. Few of them have tools for power spectral
analysis such as Fast Fourier Transform (FFT) or Power
Spectral Density (PSD), and none have specific tools for
cross-frequency analysis.

For that reason, we developed BOARD-FTD-PACC
(Brain Oscillations Analysis and Resourceful Display
in Frequency and Time Domains Plus Phase Amplitude
Coupling and Coherence) using MATLAB (The Math-
works, Inc.), integrating several analytical procedures
in a single and adjustable interface to offer a tool for
neurophysiological analysis of diverse intracellular and
extracellular recordings including synaptic and large-
scale networks analysis, that is accessible, user-friendly,
practical in diverse experimental setups, and reliable. At
difference of most cross-frequency analyzing programs,
BOARD-FTD-PACC may detect and analyze post-syn-
aptic events and also, includes three methods for PAC
quantification: Mean Vector Length Modulation Index,
Kullback-Leibler Modulation Index and Phase-Locking
Value. In addition, the huge variability in experimental
procedures makes it difficult to have an analysis software
that can fit many different recording conditions such as
electrode location and number, stimulation protocols,
time window selection and trial averaging. The present
software interface provides both numerical and graphi-
cal outputs from different analytical methods, allowing
the user to display them either time- (average) or phase-
locked (cross-frequency coupling). BOARD-FTD-PACC
is of particular use in assisting researchers in cross-fre-
quency analysis, reducing the time required to perform
such analyses in different experimental settings. In the
present work, we will show some examples of recordings
derived from in vivo experiments in the thalamus, cortex,
and hippocampus, illustrating the use of the BOARD-
FTD-PACC tool for their analysis in time-, frequency-
and time—frequency domains.

2 Methods

Experimental data analysis often entails finding a suita-
ble best-fit technique to extract significant information
and present it in an intuitive and straightforward way.
Due to the complex nature of neural signals, it has been
necessary to pick up and customize a range of analyti-
cal techniques developed in mathematics, engineering,
and data science over recent decades. Since there is a
need for different tools for the visualization and analy-
sis of neural signals in a research laboratory applying
countless experimental setups, as well as variations in
the recording duration, stimulation, and conditions of
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the subjects, we have selected and optimized a set of
different analytical and visualization tools.

BOARD-FTD-PACC is a software application devel-
oped for the analysis of neural oscillations using
MATLAB’s App Designer, a high-level computing envi-
ronment and programming language widely used in
neuroscience. Considering that MATLAB offers sev-
eral advantages over other languages, that software was
designed to work with linear data structures, such as the
matrices used in this instance, and it is a higher-level
language that provides design tools that allow apps and
interfaces to be designed and used in a very intuitive
way. BOARD-FTD-PACC was designed to be adapt-
able and intuitive, aimed at users with diverse computa-
tional backgrounds. It is intended as a semi-automatic
tool, in which the users can adjust parameters such as
time and frequency limits, or trial selection, according
to the experimental design and analytical requirements,
in order to obtain a more robust analysis. This software
enables the use of different techniques to extract more
information hidden in regional brain oscillations. Since
the code is written exclusively in MATLAB, no external
functions or libraries are required. The toolbox can be
used on OS X, Linux, and Windows architectures, and
installed as a MATLAB app. The output of this soft-
ware is mainly independent graphs that can be saved
and manipulated individually without losing previous
analyses. Electrical signals produced by a large group
of neurons can be analyzed in the time and frequency
domains.

2.1 Time domain

In the time domain, some methods include (a) meas-
uring the amplitude and latency of neurophysiological
activity, (b) averaging trials, used to calculate event-
related potentials (ERP), and (c) z-score visualization of
the rectified signal. One of the first methods developed
in the time domain was averaging, which made it pos-
sible to summarize neurophysiological recordings, even
before digital computers were available [26], improving
the signal-to-noise ratio [27]. Stimuli-triggered averag-
ing of electrical activity can detect time-locked event-
related responses (a time-domain graph shows how
a signal changes within a selected period) with preci-
sion and accuracy. To characterize the relative changes
of the mean power of the electrical activity, BOARD-
FTD-PACC calculates the root mean square (RMS) of
the signal and normalizes it over the mean of the raw
signal using the z-score (Fig. 1) [27]. Time-locked activ-
ity can also be filtered in a single frequency band, mak-
ing it possible to identify transient power changes and
remove unwanted noise [28].

Page 3 of 17

Data (n trials)

NO

isn
YES

Mean Standard deviation

Rectified signal

Fig. 1 Algorithm flowchart for the implemented RMS z-score
method. This method gives the neural activity relative to the mean of
the signal, for every trial, as a positive number

i=iv1 |

2.2 Frequency domain

The Fourier transform (Ft) calculates the spectral power of
every frequency from raw or filtered analog time series [29].
For discrete time series, like digitized neurophysiological
recordings, it has been necessary to develop other meth-
ods based on Ft, like: (a) fast Fourier transform (FFT) [30],
which analyzes discrete and limited signals; (b) Power Spec-
tral Density (PSD), a method that estimates the distribution
of power into frequency components of a signal and corrects
the influence of noise [31]; and (c) relative PSD [32], which
determines the percentage of energy in a specific frequency
band. Such analyses rely on the presumption of stationarity,
which makes them blind to dynamic changes in the power
spectrum [33]. Since brain activity is temporally variable, it
does not fit the stationarity criteria, thus the above-men-
tioned methods have limited sensitivity to transient activity
changes in neural signals.

2.3 Time-frequency domain

Time—frequency domain-based analyses are aimed to
detect temporal variations of spectral power in differ-
ent frequency bands to solve the limitations of pure
frequency domain methods. A first approach was to
iteratively calculate FFT over successively shorter time
windows (with or without overlapping between them)
and stack them to construct a three-dimensional dis-
play (spectrogram). However, such window size limits
spectrogram time or frequency sensitivity and biases the
results [34]. In 1984, Morlet and Grossman used wavelets
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Comodulogram

Fig. 2 Algorithm flowchart for the implemented PAC (comodulogram) method. The steps for calculating this phase—amplitude plot can be
followed for a single channel or for the interaction of two channels, by choosing the inputs as a single or two separate channels

to produce a time—frequency analysis with adjustable
time windows using the number of cycles in a wavelet
of a particular frequency (scalogram) [35, 36]. Within
the different types of wavelets, the Morlet method is the
Gaussian model of a sine wave with better results in the
context of EEG signal analysis [37]. Other methods such
as Choi—Williams distribution (CWD), base their analy-
sis on the use of kernels, generally exponential functions

instead of sinusoidal functions. Although it can present
good results, it needs parameter adjustment to reduce
artifacts, as well as to avoid aliasing. In addition, the sig-
nals analyzed by CWD must be short and it has a high
computational cost [38]. The most flexible method that
has a good compromise between resolution, computa-
tional cost and flexibility is the Morlet wavelet, and for
that reason was implemented in BOARD-FTD-PACC.
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Fig. 3 Algorithm flowchart for the implemented PAC (cycle
detection) method. This method can be used to measure the
modulation in a single channel or for the interaction of two channels

2.4 Phase analysis

PAC can be used to measure modulation locally or
between two brain regions, and different approaches can
be used to calculate it:

1. Comodulogram-based modulation index [11] (Fig. 2).
For this method, two frequency bands are selected:
a narrow and low-frequency modulating band (f,),
and a broad and high-frequency modulated band
(fa). For each combination of these frequency win-
dows, we determine the modulation index (MI) of
that pair of frequencies. At the end, a comodulogram
is plotted with the MI for each combination. The raw
signal x(¢) is filtered in two frequency ranges ( f, and

fa), obtaining x, (2) and xy, (t). The phases &, (1) of

xf, (t), as well as the amplitude Ay, (£) of x, (¢), are
calculated using the Hilbert transform. The phases
¢y, (¢) are binned and a composite phase—amplitude
time series (q% , Ay,) is calculated to obtain the mean
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amplitude distribution over phase bins. The MI is
obtained by normalizing the average for every pair
of frequency windows. These steps are repeated for
each of the m low-frequency windows and the # fast-
frequency windows and are represented in a # by m
comodulogram (Fig. 2).

2. Average high-frequency power over the modulating
low band [39], is a variation of the previous method.
Only one modulating band is analyzed, so the phases
¢y, (2) are calculated and binned. For the faster-mod-
ulated band, time—frequency analysis is performed
using a Morlet wavelet transform, TFy,. We now have
a composite phase—amplitude time series (¢, TF,)
that allows us to obtain the mean power per phase
bin. The average of the entire band can be calculated
to obtain the power distribution and its mean gives a
single value for the pair of frequency bands.

This method can be also used for every trial that is
being analyzed and averaged to get a general idea of
the recording.

3. Average high-frequency power over the modulat-
ing low band cycles (Fig. 3). This method is espe-
cially useful when the modulating band oscillations
are not continuously present across the experiment.
To analyze the modulating band, after filtering, a
peak detection algorithm is used to determine the
local minimum of the wave; then, a time window is
selected for each low-frequency band cycle wd (/),
and the phases &, (t) are calculated and binned. A

wavelet transform TFf, (/) is calculated for each cor-
responding time window of the raw modulated band
A phase-power time series ((,% , TFy,) allows us to
obtain the mean power per phase bin. The power dis-
tribution is obtained by averaging the entire modu-
lated band power for each modulating band phase,
giving a single amplitude value for each phase bin.

PC: For phase coherence, which can only be deter-
mined between channel pairs, the same phase approach
is used (Fig. 4). PC displays temporal information of
phase synchrony between separated brain areas, which
is indirect evidence of their functional interaction [40].
For this analysis, several time windows are selected and,
in every one, Morlet wavelet transform is applied to each
channel (W3 (j)), then a frequency window is selected
to obtain each channel phase (P; (]) and P, (j)) from
the wavelet output. For every time—frequency epoch,
the difference between the two phases was calculated
(d=P (]) ) (j)) and used to define the phase-coher-

ence value PC (j, k) = mean(e').
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Fig. 4 Algorithm flowchart for the implemented PPC method. For each channel (STand S2), m windows of time are determined, and the Morlet
wavelet transform is calculated for each window in both channels. For each time window, n frequency windows are determined, and their
phases are calculated. The difference between the two phases is measured for every time-frequency epoch and this is used to calculate the
phase-coherence value, which is represented in an n by m matrix



Gauthier-Umana et al. Brain Informatics (2023) 10:12

Page 7 of 17

Basic Information

Filename| | I Load |

ChannelD Stim num D
] AN Trials ~ Selected trials |:| [INo stim

Initial figure
Threshold l:l Inter stim time I:l

Initial time |:|
Load trials

Final time |:|
Single trial l:l

Sample Fq Hz| | | Resample |
Artifact Time
Remove ((Trialview | [ Average | [ ERPplot | [ Rws ]
ML ] Posi[ | post[ ] Falow| | Fadigh |  order| |
Measures
x [ ] [xstmav] [Pt | Rit1 | | Rit2 | | R2t1 | | r2t2 | | [ measure |
Frequency

Sample Fq Hz:| (FrT | [ FFTAverage ] [psp] [ PsDAverage |

Fq low I:] Fq High I:] Relative PSD Power l:] Relative Power l:l

Time Frequency

Sample Fq Hz l:l Fq low :l Fq High l:l Cycles l:‘ I TF l lTF Averagel [INorm [JLog

PAC

Sample Fq Hz l:l Fq low l:l Fq High l:l P step l:l Fq low I:I Fq High l:l A step l:l

[ ]

[ pac |

I PAC Average I l PAC peak selection l

Inter Channel

FaHz[ | chP[ | cnhA[ | Falow[ | Fadigh| | waTime[ |

Fig.5 General overview of the BOARD-FTD-PACC interface

Representative intracranial recordings integrated with
the flowcharts and analytic methods of figures 1-4 are
included as Additional file 1 (Fig. S1-S4). Finally, an over-
view of the BOARD-FTD-PACC interface is presented in
Fig. 5.

3 Results

3.1 Software overview

The following examples were derived from simultaneous
in vivo recordings in the thalamus and cortex of anesthe-
tized rats.

3.1.1 Initial setup

The aim of this work was to present a platform for the
analysis of electrophysiological signals recorded in dif-
ferent experimental configurations that include differ-
ent setups, with anesthetized or free-moving subjects,
in chronic or acute experimental conditions, with or
without neural stimulation. To illustrate the differ-
ent applications, we present the images produced as
examples that came from intracranial in vivo record-
ings from an anesthetized rat. Users start using the

interface by opening the file BOARD_FTD_PACC.
mlapp using MATLAB. This file opens a general win-
dow which displays the different tools and analyses
that can be used. It is important to know the name of
the file and the structure of the experiment since they
are necessary when defining the parameters that allow
the analysis to be carried out correctly. One of the
strengths of BOARD-FTD-PACC is that it is a semi-
automatic tool, designed to be used by someone who
knows the experiment as well as the acquisition condi-
tions. Using this interface, they can adjust the analysis
conditions to their experiment accurately and not leave
such decisions up to a fully automatic program. Once
such parameters are set, the analysis will be automatic.

3.1.2 Data preprocessing

BOARD-FTD-PACC loads digitized signals stored in
axon binary file (.abf) format and the European data for-
mat (.edf). To load a file, its name must be typed in the
File name box (Fig. 6), and then the Load button must be
clicked (f_LoadSignal).
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Fig. 6 Initial setup. This section allows the user to open the signal to be analyzed in axon binary format (.abf) and displays an initial figure of the
raw signal of every channel. The user can select the experiment and analysis conditions by selecting the channel, determining if the recording has
stimulation (stim) or not and its number (Stim num), giving the separation or time between two stimuli (Inter stim time), and setting the amplitude
(Threshold) to define trials. The user also chooses the time window (Initial and Final Time), sampling frequency (Fq) in Hertz (Hz), and trials used for
the analysis. This section displays the raw signal (D and the trials selected by the user @

By clicking the Initial figure (£ Plot Ch) button
(Fig. 6D), a window showing the raw signal of every
channel in the file is displayed (Fig. 6(D). Then, the user
can select the signal to be analyzed by typing its num-
ber in the Channel box. Whenever stimulation has been
used in the experiment, the channel containing this sig-
nal must be typed in the Stim num box, and interstimu-
lus interval (in seconds) must be typed in the Inter stim
time box. If the stimulation channel is a waveform one,
minimal stimulation amplitude (in mV) can be typed in
the corresponding Threshold box. Then, time window
limits must be set by typing values in the Initial time
(since stimulus time is set as zero, initial time can either

be negative or positive, Fig. 6@) and Final time boxes.
The user can now select how to display the successive
time windows: if all trials are to be overlaid, a tick has to
be typed in the All trials box; if selected trials are to be
displayed, their numbers must be listed in the Selected
trials box. If no stimulation was used in the experiment,
the user can tick the No Stim box, and the signal will be
displayed as it was during the experiment. Whenever
it is necessary, the user can downsample the signal, by
typing the desired sampling frequency in the Sample Fq
Hz box. Once all these parameters have been chosen,
the user saves them by pressing the button Load trials
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Fig. 7 Time domain analysis. The user can display a single trial D the
average @), an ERP window @) that consists of the butterfly plot and
a representation of every trial, and finally the z-score of the RMS of
every trial @

(f Select Trials), which displays the selected time
windows.

3.1.3 Time

For the time domain, five analyses are available: single
trial (£ plot single), average (f Average), ERP
plot (£ Butterfly), RMS (f RMS zscore) and sig-
nal measures (such as slope and latency) (f Measure
Slope). Single-trial activity displays a figure with the
raw signal for the selected trial in the basic information
panel (Fig. 7(D). The average shows time-locked activity
in the recording (Fig. 7@). The ERP plot displays a figure
with two plots: the activity from every trial overlaid in
the same figure; as well as every trial activity in a matrix
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(m x n), where m is time, # is each trial, and the ampli-
tude is given by color (Fig. 7). The z-score of the RMS
presents the activity relative to the mean, representing a
measure of the number of standard deviations that each
point of the signal is away from the mean. The final fig-
ure gives a notion of the relative activity for every trial
(Fig. 7®).

Measures of the slope and latency of any intervals,
determined by the user, can be calculated in single trials
or in averages, while the number of trials selected for the
average is determined by the user (x), then plotted (plot)
and finally measured (Measure). For instance, we used
it to analyze excitatory post-synaptic potential slopes
(EPSPs) in experiments of synaptic plasticity induction
(long-term potentiation/LTP). Slope measures are also
used to characterize stimuli responses and spontaneous
activity. EPSPs are calculated using the maximum deriva-
tive value in the time window chosen by the user, and they
have the ability to customize the initial and final point for
the measurements, and extend this to the different trials,
allowing the user to get a very specific response, with-
out unwanted components of the response, and without
spending hours selecting each point individually.

3.1.4 Frequency domain and filtering
Displaying the activity in a defined frequency band
allows us to see how it varies over time; to this end we
use an adjustable Butterworth bandpass filter (ISBN-10:
0138147574). BOARD-FTD-PACC allows the user to
choose the frequency limits for the Butterworth band-
pass filter and its order (f_Filter order manual).
This section calculates the frequency response to verify
the effectiveness of the filter. It opens several windows,
including one that displays the original signal as well as
the filtered signal and the phase for the selected trial, and
another that shows the envelope and phase for every trial

(Fig. 8D).

3.1.5 Frequency domain and power

FFT allows us to know the main frequency components
of the recorded data so that we can explore further the
behavior around those specific bands. Another tech-
nique that gives information about the frequency con-
tent is the power spectral density (PSD), which displays
the distribution of power into frequency components.
In this case, we use the Welch method. These tech-
niques give the information for the entire time win-
dow for which we do the analysis, treating the data as
stationary, even though the brain is a highly dynamic
system.
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Fig. 8 Filter. The user can determine the limits of the bandpass Butterworth filter—the low frequency limit (Fq low) and high frequency limit (Fq
High)—as well as the order. BOARD-FTD-PACC displays: A the frequency response of the transfer function for the implemented filter (blue) vs the
ideal filter (red); B a figure displaying the raw signal (top), the filtered signal (middle) and phase (bottom) for a selected single trial; C the envelope

for every trial; and D the phase for every trial

BOARD-FTD-PACC allows users to display the FFT
(Fig. 9D) (£_FFT) and PSD (Fig. 9Q) (f_PSD) of a
single trial and also the average FFT of every selected
trial (Fig. 9Q) (f_FFT average) as well as the aver-
age PSD (Fig. 9@) (f_PSD_Average).

It calculates the PSD and relative PSD of a band deter-
mined by the user. This step allows us to determine the
frequency bands that are to be explored with the time—
frequency and cross-frequency coupling methods.

3.1.6 Time-frequency domain

Wavelet analysis is one of the most powerful time—fre-
quency analyses that can be done to visualize the changes
of spectral power over time. There are different wavelets
that meet these requirements, but we use the Morlet
function.

BOARD-FTD-PACC allows the user to choose the fre-
quency limits for the calculation of the time—frequency
transform using the Morlet wavelet for a single trial
(Fig. 10D) (£_tf), as well as the average (Fig. 10Q)
(f_tf average). Being an adaptable software, normal-
ization (Fig. 10Q) and logarithmic scale (Fig. 10@) are
options to adjust to the variations of different recordings.

3.1.7 Cross-frequency coupling

There are different types of cross-frequency coupling. In
this GUI we focused on two: phase—amplitude (PAC) and
phase-to-phase (PPC) coupling.

The main goal of this software was to calculate the
frequency coupling. It allows the user to choose the
different frequency windows and limits as well as the
modulating channel. Different types of recordings



Gauthier-Umana et al. Brain Informatics (2023) 10:12

O)

Page 11 of 17

@ ® @

Frequency ¢

s —

Sample Fq Hz I:I

’ FFT l ’ FFT Average l

[ PSD l ’ PSD Average l

Fq Iowl:l Fq High|

| [ Relative PSD ] Powerl:l Relative Powerl:l

FFT Single Trial

10 Hz
PSD Single Trial
Frequency (Hz)

10 Hz

FFT average
| I—
10 Hz
PSD Average
Frequency (Hz)
10 Hz

Fig. 9 Frequency domain. This section displays the FFT of a single trial (D, and the FFT average of all selected trials @), as well as the PSD of the
single trial @), and the average PSD @. The PSD and relative PSD of any band are calculated by the software, while the frequency limits (Fq low to
Fq high) are determined by the user. In order to accelerate the calculations, the signal can be resampled to a desired lower sample rate (sample

frequency (Fq) in Hertz (Hz))

demand different types of methods. For a single-chan-
nel approach, a first exploration can be done with a
comodulogram (Fig. 11D) (f_PAC_sing), since this
method works best with continuous or medium-length
signals. For longer signals, the high-frequency power
over the modulating low band method can be used for
the average of various trials or to display the result for
a single trial (Fig. 11@) (f Phase PAC) and the aver-
age over the entire recording (Fig. 11Q) (f Phase
PAC_Average). For recordings where the presence
of the modulating frequency is not constant, the aver-
age high-frequency power over the modulating low
band cycles method is highly recommended (Fig. 11®)
(f_Phase PAC_Pdetect).

In order to determine the interaction between two
areas of the brain, the PAC can be calculated using the
average high-frequency power over the modulating low
band cycles method (Fig. 12(D) (f_Phase PAC_Pde-
tect inter), and the phase coherence method
(f_Phase coherence).

4 Discussion

In the present work, a new tool is presented for neuro-
physiological signal processing derived from recordings
in different setups, whose strength is its ability to adapt.
BOARD-FTD-PACC is designed to analyze either sin-
gle-channel data (temporal, frequency anchored in time,
frequency, and modulation) or interactions between
two channels (coherence and modulation), but leaves
the parameter setting to the researcher so that they can
control the scope of the analysis, as well as including a
rapid system for graphical representation and several
types of analysis in the frequency and time domains. It
was intended as a user-friendly semi-automatic tool, to
be used by researchers with or without computer sci-
ence and mathematical backgrounds, and it enables the
display of information extracted from different analyses
made of neurophysiological recordings obtained through
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Fig. 10 Time-frequency domain. This section displays time—frequency wavelet transform (scalogram) in the frequency limits (Fq low to Fqg high)
using a determined cycle number, determined by the user. It includes the time frequency (TF) of a single trial (D and the average @. To better
visualize the results, the user can choose the normalization (Norm) option @) and/or a logarithmic (Log) scale @. In order to accelerate the
calculations, the signal can be resampled to a desired lower sample rate (sample frequency (Fq) in Hertz (Hz))

widely variable experimental designs. Several analytic
techniques in different time and/or frequency domains
were implemented, such as average, ERP display, z-score,
filtering, FFT, PSD, wavelet analysis, and PPC. Such tech-
niques are suitable to be applied one or two channels at
a time, and are easily adjustable according to the type
of experiments performed in a neurophysiology labora-
tory. Another main feature is the control the users have
over the analytic procedure, regarding parameter selec-
tion and choice of temporal limits, thereby allowing a full
understanding of the results and their context.

Rhythmic variations in brain field potentials in differ-
ent frequency bands depend on multi-level and cross-
modulating interactions between local and/or distributed

oscillators [41, 42]. Such interactions may be physiologi-
cal mechanisms for neural computations and inter-areal
communication [43]. In fact, low-frequency rhythms
(e.g., theta) engage larger brain areas and modulate spa-
tially localized fast (e.g., gamma) oscillations [44, 45],
a mechanism that is relevant to encoding and retriev-
ing memory traces through theta-to-gamma cou-
pling [43, 46, 47]. We presented some examples where
BOARD-FTD-PACC software may represent in the
same graphical interface the relationship between oscil-
latory activity, modulation between frequency bands
and synaptic activity across the time. In order to obtain
high-resolution time—frequency representations of the
neurophysiological signals, spectral analysis techniques
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rate [sample frequency (Fq) in Hertz (Hz)]

(i.e., FFT) are usually incorporated in a fixed time win-
dow. Since frequency bands and time windows may vary
across an experiment, the wavelet transform was imple-
mented in BOARD-FTD-PACC to determine a scalo-
gram over the spectrogram. With the Morlet method a
window size varies according to the frequency changes,
improving the resolution of the graphical representation
[33]. In comparison with Wavelet transform, quadratic
time—frequency distribution methods (i.e.,, Choi—Wil-
liams distribution—CWD) are constant to time and
frequency shifts [48, 49], and therefore, it has been con-
sidered more precise for EEG-based detection [50].
However, myoelectric signals during dynamic activity
are better estimated by the continuous wavelet trans-
form in comparison with the short-time Fourier trans-
form, the Wigner—Ville distribution and the CWD [51].
Further studies should assess those analytic methods or
combination of methods to be implemented according to
the circuit studied, their physiological function, specific

oscillatory characteristics, stationary Vs nonstationary
neural signals and the its dynamics in a specific cognitive
performance.

As we mentioned before, some other programs like
EEGLab [18], Extended Modulation Index toolbox [52],
MEAnalyser [53], ERPlab [54], ERPWAVELAB [55],
Brainstorm [21] and FieldTrip [20], as well as librar-
ies and tool boxes such as EMEGS [56] or PYEEG [57],
have been developed for similar proposes but without
an integrated interface for synaptic, power spectral and
cross-frequency analysis. Other software like ERP-
wavelab [55] focuses on multichannel time—frequency
analysis of EEG and magnetoencephalography (MEG)
event-related activity, but its analytical range is limited
due to its emphasis on inter-channel interactions. RIP-
PLELAB [58] was designed exclusively for the detection,
analysis, and classification of high-frequency oscillations
(HFO). ERPLAD [54], a tool integrated with EEGLab, was
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the time window for the phase coherence analysis (Wd Time). The interface calculates the PAC using the peak selection method (Fig. 3) D, and
the single-phase coherence (PC) @. In order to accelerate the calculations, the signal can be resampled to a desired lower sample rate [sample
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designed specifically to analyze ERPs, showing the activ-
ity in all the electrodes simultaneously, and making it
possible to localize the source of every ERP component;
it analyzes the relation between many channels instead of
performing different analyses on each individual channel.
MEAnalyser is a tool focus on spike train analysis with
the advantage of include statistical and functional con-
nectivity analysis, as well as graphical user interface [53].

BOARD-FTD-PACC uses three different methods
for PAC analysis to obtain a better numeric estimation.
In order to discriminate spurious from authentic PAC,
recently was developed a tool for PAC detection based on
the measure of extended MI [52]. According to the same
authors, that tool has some problems in the automatic
assignment of coupling origins and also, the extended
MI was designed only for analysis of augmentations. In
addition, that tool is focused only in PAC detection at the
difference of BOARD-FTD-PACC, which also includes
PC and PSD analysis. In a recent development, a non-
parametric multitaper estimator of PAC was proposed to
solve some pitfalls in cross-frequency statistical analysis
[59].

When analyzing neurophysiological signals, the experi-
menter faces the option of using an interface, which
generally makes decisions such as defining thresholds
automatically, but analyzes the signals more easily and
efficiently. These programs generally do not allow the
user to define parameters that vary widely between

different experimental designs, and which can be easily
defined visually, such as analysis times, thresholds, selec-
tion of components within the same response, number
of stimuli, or even the method that they want to use for
the same type of analysis. Another option, if the experi-
menter is proficient in programming and mathematical
analysis, is that they can develop programs that fit only
their signals, but they must repeat this process each
time different approaches are used. It is also very com-
mon that the experimenter does not know how to pro-
gram the methods adjusted to their experiment, which
can push them to carry out measurements manually so
as not to lose control of their analysis. This third option
has a high cost in time and energy, which limits the num-
ber of analyses that can be performed, leading to loss of
information.

Most of the available toolboxes receive data exclu-
sively in a specific format and do not adapt to differ-
ent experimental data structures, such as changes in
stimuli number or interstimulus interval. By contrast,
BOARD-FTD-PACC allows the study of recordings
while taking in account such variations. It is designed
specifically for researchers that want to implement dif-
ferent methods in a specific and unique way. Although
published works [11, 60] using some of the meth-
ods implemented here include the code required,
its specific implementation for a given experimental
setup requires some degree of computational and/or
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mathematical expertise, which makes it extremely diffi-
cult for non-expert users to include them in their stud-
ies. The approach of BOARD-FTD-PACC is to leave the
decisions of the analysis parameters to the researcher,
who can introduce the specific experimental setup. For
instance, DC levels can be removed to eliminate DC-
related errors, artifacts can be removed manually, times
and trials to be analyzed can be selected, band filter-
ing cutoff frequencies can be manually adjusted and
the sample rate can be varied according to analytical
requirements. This approach is an advantage as well as
a limitation: the user must know and understand the
structure of the experiment or else the settings will not
make sense and the interface will not produce adequate
results. BOARD-FTD-PACC incorporates a wide vari-
ety of analyses, which the user must be familiar with in
order to understand the results provided, and to deter-
mine the correct settings. We hope it will increase the
information obtained from neural activity and encour-
age researchers of different backgrounds to test differ-
ent methods and analytical approaches that they might
not have considered before.

Supplementary Information

The online version contains supplementary material available at https://doi.
0rg/10.1186/540708-023-00191-x.

Additional file 1: Figure S1. Algorithm flowchart for the implemented
RMS z-score method. This method gives the activity relative to the

mean of the signal, for every trial, as a positive number. To illustrate this
method, we used an intracranial in vivo recording of an anesthetized

rat that is being electrically stimulated every 3 seconds. For each trial, i,
which initiates with a stimulus, the root mean square is calculated, then
the mean and the standard deviation are obtained in order to determine
the z-score value. These steps are repeated for each of the n trials, and
then represented in a 3D image. Figure S2. Algorithm flowchart for the
implemented PACmethod. The steps for calculating this phase—amplitude
plot can be followed for a single channel or for the interaction of two
channels, by choosing the inputs as a single or two separate channels. In
this case to illustrate the method, we used an artificial modulated signal
to show a pure modulation. For every low-frequency band, i, the signal

is filtered, and the Hilbert transform is used to determine the phase. For
every fast-frequency window, k, the signal is filtered, and the Hilbert trans-
form is used to determine the amplitude. A composite phase—amplitude
time seriesis calculated to obtain the mean amplitude distribution over
phase bins, and the Ml is obtained by normalizing the average for every
pair of frequency windows. These steps are repeated for each of the m
low-frequency windows and the n high-frequency windows, and are rep-
resented in an n by m comodulogram. Figure S3. Algorithm flowchart for
the implemented PACmethod. This method can be used to measure the
modulation in a single channel or for the interaction of two channels. The
signals are obtained in this case from two different channelsof an intrac-
ranial in vivo recording of an anesthetized rat. The modulating signal from
a chosen channelis filtered in a single modulating band; a peak detection
algorithm is used to determine the local minima and maxima in the band
range. Local minima and maxima are used to determine the duration of
the cycles, thus determining several time windows) for which the wavelet
transform of the raw modulated data is calculated for the modulated
channel. Using the Hilbert transform, the phase of the modulating cycles
is determined to obtain the mean power in the modulated band over
phase bins. The power is the average of the entire modulated band, and

Page 150f 17

an average composite phase-amplitude time seriesis calculated. Figure
S4. Algorithm flowchart for the implemented PPC method. For each
channeland motor cortex), m windows of time are determined, and the
Morlet wavelet transform is calculated for each window in both channels
[and ]. For each time window, n frequency windows are determined, and
their phasesare calculated. The difference between the two phases [ is
measured for every time—frequency epoch and this is used to calculate
the phase-coherence value using the formula, which is represented in an
n by m matrix.
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Recent evidence indicates that soluble amyloid-f (Ap) species induce imbalances in excitatory and inhibitory transmission,
resulting in neural network functional impairment and cognitive deficits during early stages of Alzheimer’s disease (AD). To
evaluate the in vivo effects of two soluble Af species (Af,5;5 and Af, ,,) on commissural CA3-to-CAl (cCA3-to-CAl)
synaptic transmission and plasticity, and CA1 oscillatory activity, we used acute intrahippocampal microinjections in adult
anaesthetized male Wistar rats. Soluble A microinjection increased cCA3-to-CAl synaptic variability without significant
changes in synaptic efficiency. High-frequency CA3 stimulation was rendered inefficient by soluble Af intrahippocampal
injection to induce long-term potentiation and to enhance synaptic variability in CA1, contrasting with what was observed in
vehicle-injected subjects. Although soluble Af microinjection significantly increased the relative power of y-band and ripple
oscillations and significantly shifted the average vector of 6-to-y phase-amplitude coupling (PAC) in CAl, it prevented 0-to-y
PAC shift induced by high-frequency CA3 stimulation, opposite to what was observed in vehicle-injected animals. These results
provide further evidence that soluble Af species induce synaptic dysfunction causing abnormal synaptic variability, impaired
long-term plasticity, and deviant oscillatory activity, leading to network activity derailment in the hippocampus.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD), the most common type of demen-
tia and progressive neurodegenerative disorder worldwide, is
characterized by selective neuronal loss, and two histopatho-
logical features in postmortem tissue are extracellular amy-
loid plaques composed of amyloid beta peptide (Af) and
intracellular neurofibrillary tangles composed of hyperpho-
sphorylated tau protein [1]. Recent evidence indicates that
soluble forms of A induce glutamatergic, cholinergic, and
GABAergic imbalance, resulting in functional impairment

of neural networks during early AD stages [2-5]. In fact,
Ap-induced synaptic dysfunction precedes selective neuro-
nal degeneration and may explain memory impairment dur-
ing early AD stages and mild cognitive impairment, a
prodromal stage of AD [6, 7]. Although therapies based on
modulation of GABAergic neurotransmission have been pro-
posed for AD [8], current symptomatic therapies include
cholinesterase inhibitors and NMDA antagonists only [9].
New Af-targeted immunotherapies have been tested in sev-
eral clinical trials but without a clear clinical benefit [10];
therefore, no course-modifying treatment has been
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developed to date because of a lack of understanding of the
fundamental mechanisms underlying AD, as well as the
physiological role of amyloid peptides.

Senile plaques in AD patients and animal models consist
of A, 4, and AB, 4, (A3, 4, mainly in the core of early pla-
ques and A, _,, in vascular amyloid deposits) [11, 12]. It has
been suggested that short AS fragments, such as Af,: ;s,
constitute the biologically active forms of A and are thus
responsible for the neurotoxic properties of Apf, ,, and
AB, 4, [13]. AB,5 55 may be expressed in AD brains [14-
16] possibly from enzymatic cleavage of Af3; 4, [15, 16]. Sev-
eral studies indicate similar effects in the brain of either short
or long forms of A [13-15]. However, Af,. ;- produces
more acute toxic effects than A, _,, because of its higher sol-
ubility [17], and it also has different effects on synaptic plas-
ticity and intracellular pathophysiological mechanisms
compared with AS, ,, and AB, ,, [18-20].

The hippocampus and entorhinal cortex are peculiarly
susceptible to deleterious Af effects during early AD stages
[21]. Hippocampal plasticity, necessary for learning and
memory processes, is tuned by 0 activity, which depends on
acetylcholine release from the medial septum [2]. Moreover,
the septum and hippocampus are reciprocally interconnected
and functionally coupled through GABAergic and gluta-
matergic connections to form the septohippocampal system
[2, 22]. Each of these neurotransmitters contributes to hippo-
campal rhythmicity [23]. Moreover, 6 and y activities are
associated through inhibitory synapses between GABAergic
parvalbumin interneurons and pyramidal neurons [24]. Such
oscillatory activity, including phase-to-amplitude coupling of
0 and y activity, is necessary for adequately encoding and
storing information in the cortex and hippocampus [25-
27]. In vivo studies have shown the relevance of the CA3-
CA1 synapse in associative learning and memory processing
[28, 29] and its implications in AD through animal models
[30]. In a very recent study, the electrophysiological activity
of the CA3-CA1 region in humans was correlated with mem-
ory tasks (i.e., delayed match-to-sample) and it resembles
synaptic hippocampal responses observed in rodents in the
same areas [31]. Therefore, studies based on animal models
may provide physiological information that could be applied
in specific regions of clinical relevance in the human brain.

There are tight correlations among long-term potentia-
tion (LTP) mechanisms, 0-y oscillations, and hippocampal-
dependent memories [32-34]. Event-locked oscillatory activ-
ity in hippocampal formation and hippocampus-related
structures is necessary for learning and long-term memory
processes, as well as for declarative and spatial memory func-
tions, which are impaired in early stages of AD [3, 34, 35].
Accumulating evidence indicates that Af affects 0, §, and y
bands in different preclinical models of AD [3, 36]. Similarly,
EEG recordings in AD patients show pathological changes of
network oscillations in a wide range of frequencies (i.e., a/0
ratio, y coherence, 0 and & synchronization) [37, 38]. Studies
using an animal model of AD (transgenic CRND8 mice)
indicate that alterations in 8-y cross-frequency coupling
might be used as an early biomarker of AD [39]. In another
study, acute LTP impairment by Af, ,, was related to alter-
ations in oscillatory activity in -y coupling at perforant
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path-dentate gyrus synapses [40]. Various studies have
reported that changes in the spectral power of brain oscilla-
tions are related to LTP induction and expression [32, 33,
41, 42] and have shown a relationship between changes in
single-synapse and network oscillation activity. Therefore,
Ap-induced LTP impairment might be associated with oscil-
latory activity changes in brain structures affected during ini-
tial stages of AD.

Several aggregated Af forms and configurations may
explain variable effects during AD progression. Considering
the huge differences between experimental models (in vivo
vs. in vitro), time of exposure to Af (acute vs. chronic), and
differences in A aggregation states (monomeric, oligomeric,
and fibrillary), the reported Af effects on neuronal activity
have been divergent in terms of excitability, active and pas-
sive membrane properties, network activity, and neural plas-
ticity [22, 43-47]. Despite the large number of studies, little is
known about the effects of diverse soluble A forms on oscil-
latory activity, excitability, or synaptic plasticity [47, 48]. The
aim of the present study was, therefore, to evaluate Af3, ;<
and Af3, 4, effects on hippocampal oscillations (power spec-
tral density and phase-amplitude coupling) and basal trans-
mission, variability, and long-term plasticity in cCA3-to-
CA1 synapses. We found that LTP impairment induced by
acute administration of soluble Af (Af; 4, and AfB,s 55) is
associated with abnormal synaptic variability and increased
power of y-band and ripple network oscillations and derailed
0-to-y phase-to-amplitude coupling in CAl. Such Ap-
induced disruption in synaptic plasticity and network activity
may underlie abnormalities in information processing and
memory encoding.

2. Material and Methods

2.1. Ethical Statement. All procedures performed on living
animals were performed in conformance with Animal
Research: Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE) guide-
lines [49], following the Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals (8th edition, National Institutes of Health)
and fulfilling the Colombian regulation (Law 84/1989 and
Resolution 8430/1993). In addition, every experimental
design and all procedures were approved by the Universidad
del Rosario Ethics Committee.

2.2. Animals. Seventeen 16-20-week-old male Wistar rats,
weighing 300+ 30g, were used as experimental subjects.
Experimental animals were supplied by the Universidad
Nacional de Colombia animal facilities. Animals were housed
in a sound-attenuated room in polycarbonate cages, in
groups of four, under controlled environmental conditions:
20 £ 1°C temperature, 50 + 10% relative humidity, and 12h
light/dark cycle (lights on from 07:00 to 19:00). Animals
had food and water available ad libitum. Experiments were
performed in the morning. Special care was taken to min-
imize animal suffering and to reduce the number of ani-
mals used.

Sample size was calculated according to the following for-

mula [50]: sample size = 2SD?(Z*" + ZF)’/d?, where SD =
6.85, Z%*=1.96 with oc=0.05, ZF=0.84 with f=0.2.
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FIGURE 1: Experimental timeline and preparation. (a) Timeline indicating the experimental procedures during a recording session. (b)
Diagram of a rat brain illustrating microelectrode cannula (for local field potential recording and microinjection in left CAl) and
stimulating electrode (in right CA3) locations. (c) Panoramic photograph of an obliquely illuminated coronal brain slice containing
representative electrolytic lesions made by passing current through recording (left) and stimulating (right) electrodes (upper panel), paired
to a corresponding coronal diagram of the hippocampus (extracted and modified from the bregma: -3.6 mm diagram of Paxinos’ rat brain
atlas), summarizing recording (left, blue circles) and stimulating (right, red triangles) electrode placement in each experimental subject.
(d) Panoramic photograph of a brain block containing methylene blue-coloured left hippocampus, attesting adequate diffusion of the

injected solution.

Statistical power = 80%, and d = 14. The minimum sample
number per group was 5.

2.3. Experimental Design and Timeline. Animals were ran-
domly assigned to any of three groups: (1) control group
(n=6), receiving vehicle microinjection; (2) Af,s 55 group
(n=6), receiving Af,; ;s peptide microinjection; and (3)
AP, 4 group (n = 5), receiving A, ,, peptide microinjection.

In brief, each experiment proceeded as follows: (1) under
general anaesthesia, recording and stimulation electrodes
were stereotactically inserted in CA1 and contralateral CA3;
(2) once stable responses were obtained, the input/output
relationship was established; (3) 30 min baseline recording
was done to characterize basal synaptic efficiency; (4) the
designed solution was microinjected in CA1; (5) the microin-
jected solution’s effect on synaptic transmission was charac-
terized by recording synaptic responses for 30min after
microinjection; (6) high-frequency tetanic stimulation was
done to induce long-term plasticity; and (7) the effect of
high-frequency stimulation (HEFS) on synaptic efliciency
was characterized by recording synaptic responses for
60 min after HES (Figure 1(a)).

2.4. Surgery. Under general anaesthesia induced with 1.5 g/kg
of 25% urethane (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and
10mg/kg of xylazine (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Ger-
many) (intraperitoneal injection), the subject was placed in
a rat stereotaxic frame (SR-6R, Narishige Inc., Tokyo, Japan).
Nociceptive responses (tail prick and paw withdrawal reflex)
were evaluated during the experiment. In case of slight motor
response, an additional injection of urethane at 50% of the
initial dose was administered. The respiratory and cardiac
rates were monitored during the whole experiment, and a
heating blanket was used to avoid hypothermia. Because we
were interested in evaluating AfB effects on NMDA-
dependent synaptic plasticity, we chose urethane as the
anaesthetic agent, taking into account that it has been
reported to have no significant effects on NMDA-type gluta-
mate receptors when given in intermediate doses [51, 52];
however, anaesthetic doses of urethane depress or even abol-
ish 7-12 Hz atropine-resistant theta activity [53], but left 4-
7 Hz atropine-sensitive theta oscillations unaltered. Longitu-
dinal fronto-occipital incision, followed by connective and
muscle tissue dissection, was used to expose the skull. Two
holes were drilled in parietal bones: one for inserting a



recording electrode aimed at left CA1 (stereotaxic coordi-
nates from the bregma: AP =-3.8mm, L=2.5mm, left)
and one for inserting a stimulating electrode aimed at right
CA3 (stereotaxic coordinates from the bregma: AP =-3.8
mm, L =3.7mm, right) [54]. In order to reduce variability
between subjects, we always use the same electrode configu-
ration. The dura mater was cut and removed through the
holes in order to allow electrode insertion (Figure 1(b)).

2.5. In Vivo Extracellular Electrophysiology. A microelectrode
cannula (a 5 MQ impedance enamel-coated wire attached to
a 25-G needle), for local field potential (LFP) recording and
microinjection, was inserted 2.5mm from the pial surface,
through the skull hole for left CA1 (vide supra for stereotaxic
coordinates), using a hydraulic micromanipulator (SM-25C,
Narishige Inc., Tokyo, Japan). A stimulating concentric bipo-
lar electrode was lowered 3.5mm from the pial surface,
through the skull hole for right CA3 (vide supra for stereo-
taxic coordinates), using a micromanipulator (SM-25A, Nar-
ishige Inc., Tokyo, Japan). A silver electrode was placed in
neck musculature as a reference.

CALl field activity was magnified (100x) using an AC-
coupled preamplifier (NEX-1, Biomedical Engineering, New
York, USA). The preamplified signal was then band-pass fil-
tered (0.1Hz and 10kHz cut-off frequencies) and further
amplified at 20x (yielding 2000x total gain). This conditioned
signal was digitized using an analogue-to-digital converter
(DigiData 1200, Molecular Devices, San José, USA) with
10kHz sampling frequency and stored for offline analysis
using commercial (Clampfit, Molecular Devices, San José,
USA) and purpose-designed software.

CA3 was stimulated by applying 100 us monophasic
square pulses, delivered at 0.33 Hz frequency, using a stimu-
lus isolation unit (Isolator-11, Molecular Devices, San José,
USA), controlled by a pulse generator (9514 Plus, Quantum
Composers, Bozeman, USA). Stimulus intensity (100-
400 uA) was adjusted so as to obtain stable and reliable
CA1 field excitatory postsynaptic potentials (fEPSP). The
depth of the stimulating and recording electrodes from the
pial surface was finely adjusted so as to obtain short latency
fEPSP, with a waveform characteristic of CAl stratum
pyramidale.

Once a stable CA1 fEPSP was achieved, threshold stimu-
lus intensity was established by decreasing the intensity to
one-half the previous one until the fEPSP failure rate was
equal to or higher than 50% (characteristically 50 to
200 uA). Stimulus intensity was then successively doubled
until fEPSP response saturation was attained (characteristi-
cally 4 to 8 times the threshold intensity). Then, the stimulus
intensity required to obtain ~50% of maximal response (I)
was selected to evaluate short- and long-term plasticity from
then on. Basal synaptic activity was characterized by record-
ing CA3 stimulation-evoked fEPSP in CAl (I, intensity,
100 us duration, and 0.1 Hz frequency) for 30 min. Intrahip-
pocampal microinjection effect on basal synaptic activity was
characterized by recording such fEPSP for 30min after
microinjection. Long-term potentiation at cCA3-to-CAl
synapses was induced by delivering six trains (1s length,
100Hz frequency) at 60s intertrain intervals (HFS). HFS
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effect on cCA3-to-CAl synaptic efficiency was studied by
recording left CAI response to right CA3 stimulation (I,
intensity, 100us duration, and 0.1Hz frequency) for
60 min. Deep anaesthetic level was maintained throughout
the whole recording session using supplementary anaesthetic
doses (about every 4 hours) to attain stable and reliable activ-
ity in CA1 [55].

Once the recording session ended, a terminal dose of
anaesthesia (urethane 2 g/kg and xylazine 10 mg/kg, intraper-
itoneal) was given and the location of stimulating and record-
ing electrode tips was marked by passing continuous current
through them delivered by a precision current source (Mid-
gard, Stoelting, Wood Dale, USA). The subject’s brain was
removed and submerged in 4% paraformaldehyde for 3 days;
then, 100 ym thick coronal slices encompassing stimulating
and recording sites were obtained using a vibratome (1000
Plus, Vibratome, Bannockburn, USA). The electrodes’ posi-
tion and diffusion trace of microinjection coloured solution
were documented by examining the slices with a stereoscope
(SZX16, Olympus, Tokyo, Japan) and taking digital photo-
graphs (Cybershot DSCW7, Sony, Tokyo, Japan) under obli-
que back-illumination (Figure 1(c)).

2.6. Preparation of Vehicle and A Peptide Solutions. Among
many soluble Af species, AfB,s 55 and A, _,, (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) were chosen for the present work on the basis
of their aggregation kinetics, neurotoxicity, and pathogenic-
ity. On the one hand, postmortem examination of AD
patients’ brains yielded that A, ,, accounts for approxi-
mately 90% of total Af3 peptide in senile plaques [56]. On
the other hand, Af, . ;- aggregates more rapidly and displays
more neurotoxicity than A, 4, [13, 57]. Af,5 35 and AB;
peptides were prepared as previously described [22, 43, 45].
Briefly, peptides were dissolved in 0.9% normal saline solu-
tion with 0.5% methylene blue to 1.5mM concentration
and stored at -20°C. Aliquots were defrosted and incubated
at 37°C for 24 h before experiments [58, 59]. The vehicle solu-
tion was therefore 0.9% normal saline with 0.5% methylene
blue. Methylene blue was used to attest adequate diffusion
in the hippocampal CAl region of either vehicle or A3 pep-
tides (Figure 1(d)).

2.7. Intrahippocampal Microinjection. Once a baseline
recording was obtained, a Hamilton syringe connected
through 12-G tubing was used to inject 2 uL of the designed
solution (either vehicle, AB, 55, or A, _4,) ata 1 yL/min rate
through the microelectrode cannula inserted in the left hip-
pocampal CA1 region. Af, - and Af,_,, dose (3nM) and
total injection volume (2 uL) were chosen according to previ-
ous reports [60-63]. Stimulation and recording were
restarted three minutes after microinjection in order to allow
diffusion and prevent leakage of injected solution.

2.8. Data Analysis. Electrophysiological data analyses were
planned to characterize the effects of both microinjected
solutions on basal cCA3-to-CAl synaptic responses, cCCA3-
to-CAl long-term plasticity, and CAl oscillatory activity.
To do so, recordings were divided into 5min windows
around stimulation events and analysed in time, frequency,
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FIGURE 2: 0-to-y phase-amplitude coupling (PAC) analysis process. (a) Filtered LFP in 6 (black trace) and y bands (coloured traces) are
represented; 0 trace is the average of n theta cycles, aligned around their maximum amplitude (downscaled to fit y amplitude); each 6
cycle-concurrent y activity is presented in superposition using the abovementioned alignment. (b) Average normalized y band scalogram
(colour scale) relative to the 0 phase (illustrated as a white trace). (c) Normalized y band spectral power average as a function of the 0
phase. (d) Average vector of (c) indicating dominant-phase 6-to-y PAC.

and time-frequency domains. Time domain analysis was
related to fEPSP first component slope measurement. Fre-
quency domain analysis was focused on calculating relative
power spectral density (rPSD) in § (0.5-3.9Hz), 0 (4-
7.9Hz), « (8-11.9 Hz), 8 (12-24.9 Hz), y (25-120 Hz), HFO,
(121-250 Hz), and HFO, (250-500 Hz) bands, using Welch’s
method. Time-frequency domain analysis was done by build-
ing scalograms for each window, using the Morse wavelet
decomposition [64, 65]; then, y band scalogram averages were
triggered by each 0 cycle time window to determine phase-
amplitude coupling (PAC) [66] (Figure 2). Detailed informa-
tion about mathematical data processing, which was done
using self-written scripts using MATLAB R2017a® (The
MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, USA), can be found
in Supplementary Materials (available here).

2.9. Statistics. According to data distribution normality,
determined using the Shapiro-Wilk test, long-term plasticity
and PSD data from experimental groups were compared
using either one-way ANOVA or Kruskal-Wallis one-way
analysis of variance by rank modules of SigmaPlot 12.0
(Systat Software, Inc., San José, California, USA). Variability
of cCA3-to-CAl synaptic responses from experimental
groups was compared using Levene’s test [67]. The resulting
angle from the average PAC vector in the experimental

groups was compared using the MATLAB toolbox for circu-
lar statistics [68].

3. Results

3.1. AB Did Not Alter Synaptic Efficiency but Induced Changes
in Synaptic Variability. No significant difference was found
between the experimental groups during baseline recording
before (H(,) =0.153, p=0.797, n=16) or after intrahippo-
campal (Fai3=1.541, p=0251, n=16:
Figure 3(a)). However, fEPSP slope variability significantly
changed after intrahippocampal injection (F , 4;) = 64.898,
p<0.001, n=16); post hoc analysis showed that AB, ,,
microinjection significantly increased cCA3-to-CAl synaptic
variability more than the other treatments (control vs. Af,_
350 Fi,317)=0.004, p=0.951, n=11; control vs. AB, 4
F(1,087)=71.932, p<0.001, n=10; and Af; yovs. APys 35
F(1,315) =86.351, p <0.001, n = 11). Variability progressively
increased in control and Af,. ;- groups after both injection
(control: F(; g06) =19.232, p<0.001, n=5; ABys 350 F(y 636
=23.761, p<0.0001, n=6) and HFS (control: F ;35 =
63.522, p<0.0001, n=5 APy s Fiy g =49.588, p<
0.0001, n=6). By contrast, even though variability in the
AP, 4 group increased substantially after being injected

injection
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FiGure 3: Intrahippocampal A injections altered synaptic variability and impaired LTP in cCA3-to-CA1 synapse. Temporal evolution of
slope variability (a) and magnitude (b) of cCA3 stimulation-evoked EPSP in CA1 recorded along three consecutive experimental stages,
from left to right: (1) 30 min before peptide injection (baseline), (2) 30 min after intrahippocampal injection, and (3) after HFS (six 1s,
100 Hz trains, delivered every 60s). EPSP variability increased after intrahippocampal injection, being significantly higher in the A, ,,
group. HFS induced significant LTP in vehicle-injected subjects but not in AB-injected ones. In (a), each dot represents 5 min variance of
slope; in (b), each dot illustrates 2 min mean + standard error of the mean (SEM). Inset in (b): left—representative whole CA1 fEPSP
average from each experimental group evoked by Iy, stimuli delivered in contralateral CA3 (the region representing the monosynaptic
component is outlined by a gray rectangular box); right—three sets of average traces (10 trials per average) of the monosynaptic
component of cCA3 stimulation-evoked CAl field potential obtained during baseline (thin line, dark colour), after intrahippocampal
injection (intermediate line, intermediate colour), and after HFS (thick line, light colour) for each experimental group (control, blue; Af3,-_
35 red; and A, o, black). ***Significant differences between groups (p <0.001). Data from each experimental group were normalized

respecting the average value obtained during the last 15 min of baseline.

(F(1,606) = 299.08, p < 0.0001, n=5), it did not change after
HFS (F(1 435) = 0.63, p = 0.428, n=5).

3.2. AP Impaired Long-Term Synaptic Plasticity. HFS
induced significant fEPSP slope increase in vehicle-injected
subjects (from 100 +0.91% to 198.8 + 14%, H, =9.5, p=
0.009, n =5). By contrast, both A, ;5 and Af;_,, impaired
such HFS-induced fEPSP slope increase (Af,5 55: from 100
+£1.29% to 89.45+16%, F,,; =0.504, p=0.614, n=6;
AB,_40: from 100+ 1.84% to 113.5 +25%, F(,,, =0.938, p
=0.418, n = 5; Figure 3(b)). Indeed, fEPSP slope change after
HFS was significantly  different between  groups
(F(Z,IS) =17.741, p<0.001, n=16); post hoc analysis
(Tukey’s test) showed that vehicle-injected subjects displayed
fEPSP slope increase significantly greater than Af,. ;.- and
AP, _4o-injected ones (control vs. Af,: ;o: Q=8.146, p<
0.001, n=11; control vs. A, 4, Q=6.083, p=0.002, n=
10), while these later groups were not significantly different
to each other (Q=1.792, p=0.437, n=11). These results
show that soluble A microinjection impairs cCA3-to-CAl
long-term synaptic plasticity.

3.3. AB,s 35 Induced Increase in y and HFO, Band Relative
PSD. Intrahippocampal injection of Af,: ;- induced signifi-
cant increases in relative PSD (Figure 4) in y (Figure 4(a), left
column, F,;;)=8.237, p=0.007, n=17) and HFO,
(Figure 4(b), left column, H; =6.408, p=0.029, n= 17)
bands, but not in other bands. Neither A, ,, nor vehicle
injection induced significant changes in relative PSD in
any band (Suppl. Table 1). In Ap,: ;s-injected subjects,
HES did not induce additional changes in y (Figure 4(a),
right column; 5min: F,;;) =3.036, p=0.089; 30min:
H(; =196, p=0.403; and 60min: F;;)=1.502, p=
0.265), HFO, (Figure 4(b), right column; 5min: F, ;) =
0.063, p=0.940; 30min: F,,)=0.224, p=0.803; and
60 min: F(,;;)=0.341, p=0.718), or any other band.
HFS did not induce significant changes in relative PSD
in any band in vehicle- or Af3, ,-injected subjects (Suppl.
Table 2). In summary, only Ap,- 5., which is the more
toxic soluble species of Af, induced increased energy con-
tribution in gamma and HFO, bands, but HES did not
further modify such changes.
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FIGURE 5: Peptide injection and HFS shifted the 0-to-y PAC average phase vector. (a) Circular diagram illustrating the intrahippocampal
microinjection-induced shift of the 6-to-y PAC average phase vector for each group respecting the baseline vector. (b) Circular diagrams
illustrating the time evolution (at 5, 30, and 60 min) of HFS-induced shift of the 0-to-y PAC average phase vector for each group
respecting the microinjection vector. Coloured arrows indicate average vector angles (control, blue; Af25-35, red; and Af1-40, green);
correspondingly coloured shaded areas illustrate the standard error of angles for each group. Significant differences relative to the

reference vector ("p < 0.05, 7'p < 0.001); significant differences between groups (*p < 0.05).

3.4. AP Injection Shifted 0-y Phase-Amplitude Coupling but
Impaired HFS-Induced Shift. To determine if the y amplitude
was linked to the 0 phase at the hippocampus, different
approaches can be used to calculate PAC. In this case, we cal-
culated the average high-frequency y power over the modu-
lating low band in € individual cycles. This method is
especially useful when the modulating band is not constant
over the length of the experiment. The power distribution
was obtained by averaging the entire band, and this average
gives a single value for the modulation between the pairs of
frequency bands (y-0) (for details, see Figure 2 and Supple-
mentary Materials).

AP, 4 injection induced a significant p amplitude-
modulating 6 phase shift (~122% F(; g = 37.220, p <0.001);
neither vehicle (F(5 =159, p=0.254) nor AP, ;s
(F(1,9) = 3.26, p=0.104) injection induced significant shifts

in such modulating phase (Figure 5(a)). Planned intergroup
comparisons showed that the A, ,, injection-induced phase
shift was significantly greater than vehicle injection-induced
(Fue =771, p=0.03) and Ap,s ;5 injection-induced
(F(19)=4.76, p=0.05) phase shifts; vehicle and AP, 35
injection-induced phase shifts were not significantly different
to each other (F(;; =0.43, p=0.53).

Taking each group injection-induced phase shift as a ref-
erence, it was found that HFS induced a significant phase
shift (~112-137°) in vehicle-injected subjects (Figure 5(b),
blue arrows; F (34 =4.47, p=0.002); this phase shift per-
sisted for up to L h after HFS (5min: F; 4 =9.25, p=0.038;
30min: F( 4 =7.07, p=0.05; and 60 min: F4=131Lp
=0.022). In AB, ,,-injected subjects, HFS induced a smaller
phase shift (~45-70°) that reached significance only 60 min



later (F(3,q = 1.21, p=0.338; 5min: F, g =0.72, p = 0.421;
30min: F( g =0.82, p=0.392; and 60min: F( g =555, p
=0.046). By contrast, HFS did not induce a significant phase
shift in A, ;5-injected animals (F(5 4 =1.03, p=0.4073;
5min: Fig =275, p=0.136; 30min: F g =092, p=
0.366; and 60 min: F, ) = 0.25, p=0.631).

4. Discussion

This experiment’s main findings were that, even though
intrahippocampal microinjection of soluble species of Af
did not change basal transmission, it significantly affected
several other properties of cCA3-to-CA1 synapses: (1) Af3;.
10 enhanced basal synaptic variability significantly more than
other treatments did but impaired HFS-induced variability
increase; (2) A, 55 injection significantly increased gamma
and HFO1 band relative PSD; (3) both soluble amyloid beta
peptides (Af,s ;5 and Af, 4,) impaired HFS-induced LTP;
and (4) ApB,_,, injection induced a significant y amplitude-
modulating 6 phase shift (~122°) but, as AfS,- ;- did,
impaired the occurrence of a HFS-induced phase shift.

Ap peptides have been repeatedly highlighted as crucial
AD pathogenetic initiators. Although the underlying mecha-
nism is not yet fully understood, some studies have indicated
that A can impair synaptic transmission and plasticity,
leading to changes in spine density and, eventually, synaptic
pruning [69-71]. We have found that intrahippocampal
microinjection of soluble Af in anaesthetized rats affected
cCA3-CAl synapse variability and impaired long-term syn-
aptic plasticity. Overall, such results concur with those of
other studies, which have shown that high Af oligomer con-
centration interferes with synaptic efficiency and plasticity
[61, 62, 72]. There is a mild increase in fEPSP slope variability
after intrahippocampal injection of the vehicle. A similar
effect has been observed in other types of in vivo preparations
[73, 74], possibly due to a mechanical and osmotic effect of
the saline solution. Another possibility of that change may
involve methylene blue; however, the toxic effects of this mol-
ecule in vitro have been reported at concentrations higher
than 100 uM (around ten times our preparation) [75, 76].
Methylene blue might inhibit A oligomerization in a dose-
dependent manner (ranging from 0.01 to 445 uM), but that
effect is observed only after several days of incubation (4 to
8 days) [77]. We found that injection of Af3, ,, but not
AP,s 55, induces significant increases in variability in cCA3-
to-CAl synaptic responses without significant changes in
fEPSP slope. In agreement with our results, several in vivo
studies found that the injection of different amyloid species
did not affect hippocampal baseline synaptic potential ampli-
tude or slope [60, 74, 78]. Synaptic variability is determined,
among many factors, by presynaptic axonal noise, as well as
release probability fluctuations [79]. On the one hand, Af,_
4> has been found to induce spike widening, which would
increase synaptic release due to increased calcium influx into
presynaptic boutons [80]; Af3,s ;5 has also been reported to
produce spike broadening, but using doses one order of mag-
nitude higher than the one used in our experiment [81]. On
the other hand, Af3, ,, oligomers depress release probability
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at CA3-CAl synapses [82]; moreover, glutamatergic syn-
aptic transmission could be either enhanced or reduced
by AP, 4, depending on its concentration and the specific
pyramidal cell type affected [44]. Such opposing mecha-
nisms could explain the observed Af, ,,-induced synaptic
variability increase, without significant changes in average
fEPSP slope. It is plausible that the Af,: ;5 concentration
we used was not enough to induce significant changes in
synaptic variability (however, it did affect other synaptic
and network properties).

Although neither Ap-intrahippocampal injection nor
HFS induced significant CA1 global power spectrum changes
(Suppl. Tables 3 and 4), specific frequency band rPSD com-
putation evidenced that injection with Af,; 55, but not
A, 4 nor HFS, induced a significant y and HFO, relative
power increase. Transient (about 100s) increases in y and 0
spectral power have been recorded in freely behaving adult
rats’ hippocampus immediately after LTP induction [32]. In
the present experiment, such early PSD changes in control
subjects were not detected given the 5min window in our
PSD analysis algorithm, which was not designed to detect
short-lived changes.

Both y oscillations and ripples (140-200 Hz) in the CAl
hippocampal region depend critically on the fast-spiking
activity of parvalbumin- (PV-) expressing basket cells [83].
Ap oligomers have been shown to directly interact with
receptor tyrosine-protein kinase erbB-4, increasing its phos-
phorylation state [84]; erbB-4 activation increases PV
interneuron-dependent oscillatory activity [85]. PV inter-
neurons’ increased activity, which has been described during
early stages of AD models in association with subtle cognitive
deficits [86, 87], seems to represent an initial adaptive
response to Af3 oligomer deposition, which is followed later
by PV interneuron dysfunction and more severe cognitive
deficits [7, 88]. It is plausible that Af3,. ;- has more affinity
than Af3,_,, for erbB-4.

It has been found that y band (25-120Hz) activity
increases in close association with locomotor behaviour [89,
90], working memory [91], and memory replay [92]. Hippo-
campal oscillations at frequencies higher than 100 Hz, also
known as ripples (140-200 Hz), have been described to have
several implications in cognitive processes [93]. In fact,
ripples have been associated with learning and memory
consolidation in humans and animals [94-97]. The
observed soluble Af species-induced modifications in y
band and ripple oscillations in neural circuits are, there-
fore, associated with synaptic dysfunction and cognitive
impairments [47, 98-100].

Both A species used in our experiment (Af,s ;5 and
AP, _4) impaired HFS-induced LTP in cCA3-to-CAl syn-
apses. This deleterious effect has been extensively reported,
and many possible underlying mechanisms have been
identified; among them, those pointing towards excitator-
y/inhibitory imbalance are relevant to our findings. Af-
induced calcium dyshomeostasis underlies distorted synap-
tic transmission, plasticity, and oscillatory activity in the
brain. However, depending on exposure time, brain region,
oligomer type, and receptor subunits involved, soluble
amyloid has been reported not only to inhibit calcium
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influx through NMDA receptors in cultured hippocampal
[101] or cortical neurons [102] but also to increase
NMDA-mediated calcium influx in mouse brains in vivo
[103]. In addition, deleterious effects of Af3, ,, and Af;
10 on NMDA function and LTP are reverted by a specific
GLUN2B receptor antagonist [104]. Acute in vivo and
ex vivo A, ,, administration deteriorates GABAy-medi-
ated inhibitory transmission in CA3-to-CAl synapses
and impairs HFS-induced LTP of excitatory [48] as well
as inhibitory potentials [105], and such effects are reverted
by pharmacological activation of G-protein-gated inwardly
rectifying potassium (GirK) channels. Af,; ;. has been
found to act ex vivo as a GirK channel antagonist in
CA3 pyramidal neurons [22]. Af-induced malfunction of
NMDA and GirK channel conductance in pyramidal neu-
rons might contribute, along with PV interneuron dys-
function, to hippocampal network instability, manifested
through LTP impairment and aberrant rhythm generation,
which may underlie subtle cognitive derailments observed
during early AD stages.

Intrahippocampal injection of Af, ,, significantly
shifted the resulting angle from the average 6-to-y PAC
vector. In vehicle-injected subjects, HFS induced a signif-
icant phase shift of the average 0-to-y PAC vector per-
sisting up to 60min. Besides impairing HFS-induced
LTP, both Af,; 5 and AB,_,, blocked the phase shift of
the average 0-to-y PAC vector, with the Af,: ;5 effect
persisting longer. Increases in 6-to-y coupling have been
described in freely behaving rats after HFS-induced LTP;
in that experiment, acute Af}, ,, treatment not only
impaired LTP but also diminished 6-to-y coupling [40].
O-nested y oscillations in CAl depend on out-of-phase
firing sequences of PV interneurons, pyramidal cells,
somatostatin-positive (SST) neurons, and CA3-activated
feedforward inhibitory interneurons during population 0
oscillations, eventually opening windows for synaptic
plasticity during specific 0 phases [106]. Perisomatic inhi-
bition by PV interneurons, associated with temporal
silencing of feedforward inhibition acted by SST interneu-
rons, allows calcium spike-associated plasticity; conversely,
dendritic inhibition by feedforward interneurons prevents
calcium spikes but facilitates pyramidal neuron output
[106, 107]. Phase synchronization of firing in such a net-
work depends on the relative contribution of PV (y
band) and SST (6 band) interneurons [108]; therefore,
0-to-y coupling phase shift represents specific variations
in such contributions. The observed A injection-
induced phase shift, as well as the impairment of HFS-
induced phase shifts, may be due to its effect on PV
interneurons [84, 85, 106] and on SST interneurons
[108]. There may also be pyramidal cell contribution to
such network dysfunction; in fact, Af,;;; reduces
GABA;-dependent GirK channel activity in pyramidal
neurons [22]; this may enhance excitatory pyramidal cell
influence on PV and SST interneurons, which would fur-
ther destabilize the network. Interestingly, in a recent
clinical study, restoration of temporal cortex 0-to-y PAC
was associated with working memory performance
improvement in older adults [109].

5. Conclusions

The present study results indicate that changes in the func-
tional relationships between 0, y, and ripple oscillatory net-
work activity in the hippocampus are highly correlated with
amyloid-induced synaptic plasticity dysfunction in a model
of early amyloid-f pathology (similar to what has been
reported in early AD stages). Taken together, these results
show that intrahippocampal microinjection of soluble forms
of Ap affects synaptic variability and plasticity and modifies
neural processing and network activity, changes that might
underlie cognitive deficits observed in early AD models.
Ap-induced derailment of the tight functional relationship
in hippocampal circuits between 8 oscillation (controlled by
SST interneurons as well as by medial septum and entorhinal
cortex inputs) and y activity (controlled by PV interneurons)
implies a dysregulation of the crosstalk of cholinergic, gluta-
matergic, and GABAergic systems during early AD stages,
leading to impaired information processing and encoding.
Therefore, the abnormality in 6-to-y PAC hereby described
is worth evaluating as a putative early biomarker of Af-
induced synaptic dysfunction in AD, long before neurode-
generation is established.

AD is a chronic and complex neurological disorder that
involves several mechanisms (i.e., neuroinflammation and
oxidative stress) additional to amyloid pathology. For that
reason, it is important to start considering the role of 6-to-y
PAC in behavioural models of AD that involve tauopathy
and selective chronic neurodegeneration, as well as to test it
in further clinical trials through noninvasive electrophysio-
logical methods in patients with mild cognitive impairment
and major neurocognitive disorder.
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