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“iSentid respeto y pudor ante el dormir! ;Eso es lo primero! ;Y evitad a to-
dos los que duermen mal y estdn desvelados por la noche! Incluso el ladrén
siente pudor ante el dormir: siempre roba a hurtadillas y en silencio por la
noche. En cambio el vigilante nocturno carece de pudor, sin pudor alguno va-
gabundea con su trompeta. Dormir no es arte pequeriio: se necesita, para ello,
estar desvelado el dia entero. Diez veces tienes que superarte a ti mismo du-
rante el dia: esto produce una fatiga buena y es adormidera del alma. Diez ve-
ces tienes que volver a reconciliarte a ti contigo mismo; pues la superacion es
amargura, y mal duerme el que no se ha reconciliado. Diez verdades tienes
que encontrar durante el dia: de otro modo, sigues buscando la verdad duran-
te la noche, y tu alma ha quedado hambrienta. Diez veces tienes que reir du-
rante el dia, y regocijarte: de lo contrario, el estémago, ese padre de la tribu-
lacién, te molesta en la noche. Pocos saben esto: pero es necesario tener todas
las virtudes para dormir bien.”

Friedrich Wilhelm Nietzsche
Asi hablé Zaratustra, 1883
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a.u.: unidades arbitrarias

AD: enfermedad de Alzheimer ("Alzheimer's disease")

AP: anteroposterior (eje)

APP: proteina precursora amiloide

AB: placas de B-amiloide

Bdnf: factor neurotrdéfico derivado del cerebro ("brain-derived neurotrophic factor")
Canales Kca*: canales de potasio dependientes de calcio

Canales KNa*: canales de potasio dependientes de sodio

cDNA: dcido desoxirribonucleico complementario ("complementary deoxyribonucleic acid")
CV: coeficiente de variacién

ECoG: electrocorticograma

EEG: electroencefalograma

EPSPs: potenciales excitatorios postsinapticos ("excitatory synaptic potentials")

ExcP: Excedente de Potencia

FAD: enfermedad de Alzheimer de origen familiar ("familial Alzheimer's disease")

FMR1: gen 1 de retraso mental del cromosoma X fragil ("Fragile X mental retardation 1 gene")
FMRP: proteina de retraso mental del cromosoma X fragil ("Fragile X mental retardation protein™)
FR: tasa de disparo ("firing rate")

FXS: Sindrome X Fragil ("Fragile X syndrome™)

IPSPs: potenciales inhibitorios postsindpticos ("inhibitory synaptic potentials")

KO: inactivacion de un gen ("knockout")
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M1: corteza motora primaria
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MEG: magnetoencefalograma

mGluR: receptores metabotrépicos de glutamato

mPEPS: potenciales excitatorios postsinapticos miniatura ("miniature excitatorysynaptic potentials")
MUA: actividad multiunidad o disparo de la red local ("multiunit acitivity")

NFTs: ovillos neurofibrilares ("neurofibrillary tangles")

PCA: analisis de componentes principales ("principal component analysis")

PrL: corteza prelimbica o prefrontal medial

RNA: 4cido ribonucleico ("ribonucleic acid")

S1: corteza somatosensorial primaria

SAD: enfermedad de Alzheimer esporadica o de inicio tardio ("sporadic Alzheimer's disease™)
sAHP: posthiperpolarizacion lenta ("slow afterhyperpolarization™)

SampEn: entropia muestral ("sample entropy")
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SEM: error estandar ("standard error of the mean")
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1. INTRODUCCION

1.1. La sincronizacion de la actividad oscilatoria

Llamamos oscilacién, o actividad oscilatoria, a las fluctuaciones ritmicas de los potenciales
postsindpticos de una neurona o grupo de ellas, pero también al patrén de descarga ritmico de
sus potenciales de accién. Esta periodicidad refleja la sincronizacién de la actividad neuronal a
multiples escalas espaciales y temporales, sincronizacién que se produce por medio de una
compleja interaccion entre las propiedades intrinsecas de las neuronas y las propiedades del
circuito al que pertenecen (Llinas, 1988; Lopes da Silva, 1991; Somers and Kopell, 1993;
Hutcheon and Yarom, 2000; Steriade, 2001; Destexhe and Sejnowski, 2003; Buzsaki et al., 2004;
Buzsaki, 2006; Artieda et al.,, 2009; Wang, 2010; Alford and Alpert, 2014).

La sincronizacién de la actividad neuronal se puede investigar midiendo los potenciales de
membrana de dos o mas neuronas de manera simultanea, o bien midiendo las fluctuaciones de
dicho potencial en una poblacién de neuronas registrada extracelularmente. Cuando dicha me-
dicion se realiza de manera invasiva colocando electrodos de registro directamente en la super-
ficie de la corteza cerebral recibe el nombre de electrocorticograma (ECoG), o de potencial de
campo local (LFP, del inglés local field potential) si los electrodos se introducen en localizacio-
nes mas profundas (Buzsaki et al., 2012; Herreras, 2016). De manera no invasiva, la actividad
eléctrica generada por las fluctuaciones sincronas de los potenciales de membrana de una re-
gion cortical se puede estudiar colocando electrodos de registro en la superficie del cuero cabe-
lludo, técnica que se conoce con el nombre de electroencefalograma (EEG), o midiendo el cam-

po magnético inducido por dicha actividad eléctrica mediante el magnetoencefalograma (MEG).

Las oscilaciones y su sincronizacién coordinan la actividad neuronal, ya sea espontanea o
evocada, a nivel local y también a mayor escala, entre poblaciones de neuronas distribuidas a lo
largo de toda la corteza que interactiian entre si y con otras estructuras subcorticales. Se ha
demostrado que esta coordinacién tiene un papel fundamental en la codificacién neuronal
(Flight, 2009; Masquelier et al., 2009; Buzsaki and Watson, 2012; Gupta et al., 2016), la organi-
zacion perceptiva -integrando la representacion de distintas propiedades de un estimulo- (Gray

et al,, 1989; Engel et al., 1991a; Singer and Gray, 1995; Singer, 1999; Ding et al,, 2017), la inte-
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graciéon multisensorial (Roelfsema et al., 1997; Senkowski et al., 2008; Engel et al,, 2012), el
establecimiento de patrones de acciéon motora (Baker et al., 1999; Rubino et al., 2006; van Wijk
etal,, 2012) y la integracién a gran escala de la actividad neuronal distribuida que subyace a las
funciones cognitivas superiores, como el aprendizaje, la memoria, la atencion o la toma de deci-
siones (Singer, 1993; Engel et al., 2001; Salinas and Sejnowski, 2001; Varela et al,, 2001; Fries,
2005; Womelsdorf et al., 2007; Siegel et al., 2008; Fell and Axmacher, 2011; Siegel et al., 2012).

La sincronizacion de la actividad oscilatoria puede producirse a diferentes bandas de fre-
cuencia, cuyo rango varia entre los 0.02 y los 600 Hz aproximadamente, y que se han relaciona-
do con distintos estados cerebrales y funciones cognitivas. En términos generales, se acepta que
los ritmos de alta frecuencia se generan a nivel local, en pequefas poblaciones de neuronas,
mientras que las oscilaciones de baja frecuencia comprenden poblaciones mas amplias (Gray et
al,, 1989; Kopell et al., 2000; von Stein et al., 2000; von Stein and Sarnthein, 2000; Buzsaki and
Draguhn, 2004; Schnitzler and Gross, 2005; Womelsdorf et al., 2007; Engel and Fries, 2010).

Las oscilaciones infra-lentas (0.02-0.1 Hz) se han identificado en la corteza, el hipocampo,
estructuras subcorticales como los ganglios basales o el tdlamo -en el que son especialmente
prominentes-, y ndcleos del tronco del encéfalo (Hughes et al., 2011). Estan relacionadas con la
modulacion de la excitabilidad cortical, la predisposicion a sufrir crisis epilépticas y la sincroni-
zacion de otros ritmos rapidos (Aladjalova, 1957; Vanhatalo et al.,, 2004; Monto et al., 2008;
Timofeev et al., 2012). Se sabe poco de los mecanismos que generan estas oscilaciones, y aun-
que existen indicios de que podrian tener un origen cortical, pues pueden ser registradas en
regiones locales de una porcién de corteza desprovista de aferencias (Aladjalova and Koltsova,
1962), mecanismos de origen no neuronal también han sido implicados en su génesis (Lorincz

etal,, 2009).

Las oscilaciones lentas (0.1-1 Hz) son el patrén ritmico dominante durante el suefio de onda
lenta (SWS, del inglés slow wave sleep) y bajo algunos tipos de anestesia (Steriade et al., 1993a),
y seran desarrolladas en mayor profundidad en el apartado 1.2 de esta introduccién. El ritmo
delta (~1-4 Hz) es prominente durante las fases I, Il y III del suefio no-REM (Steriade et al,,
1993c; Steriade and Amzica, 1998) y, junto con las oscilaciones lentas, podria tener un papel
relevante en el aprendizaje y la consolidacion de la memoria (Karni et al.,, 1994; Wilson and
McNaughton, 1994; Maquet, 2001; Walker and Stickgold, 2004; Marshall et al, 2006;

Diekelmann and Born, 2010). Tipicamente, el ritmo delta se ha considerado un indicador de la
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profundidad del suefio o del grado de afectacidon en condiciones en las que el cerebro esta com-
prometido (Schroeder and Lakatos, 2009), pero también se ha relacionado con el procesamien-
to cognitivo en el estado cerebral de vigilia (Harmony, 2013). Algunos ejemplos son su implica-
cion en la anticipacién de estimulos sensoriales (Stefanics et al., 2010; Arnal and Giraud, 2012),
en procesos atencionales y que implican una alta concentracién (Fernandez et al.,, 1995; Har-
mony et al., 1996; Ding et al., 2006; Lakatos et al.,, 2008; Schroeder and Lakatos, 2009), en pro-
cesos emocionales y motivacionales (Kamarajan et al., 2004; Knyazev, 2007; Knyazev et al.,
2009; Putman, 2011) o en la inhibicién de conductas (Vogel et al., 1968; Kamarajan et al,,
2004). Existen al menos dos mecanismos de generacion de las oscilaciones delta, uno de origen
talamico y otro de origen cortical. Las oscilaciones delta de origen taldmico se generan en las
neuronas talamocorticales a potenciales de membrana mas hiperpolarizados que los que pro-
ducen los husos del suefio (conocidos en inglés con el nombre de spindles), mediante la interac-
cion entre la corriente h y la corriente de calcio tipo T (McCormick and Pape, 1990), y son pos-
teriormente sincronizadas por la retroalimentacion corticotaldmica. La existencia de un ritmo
delta de origen cortical se justifica por el hecho de que el mecanismo anteriormente descrito no
puede dar cuenta de las oscilaciones delta que se observan durante el estado cerebral de vigilia,
pues en dicho estado las neuronas talamocorticales no se encuentran lo suficientemente hiper-
polarizadas y, ademas, el ritmo delta cortical persiste tras eliminar las aferencias taldmicas a la
corteza (Steriade et al., 1993b). Aunque los mecanismos de generacién del ritmo delta cortical
no son tan conocidos como los del ritmo delta de origen talamico, se ha sugerido que podrian
ser los mismos que provocan la alternancia entre los estados activos y silentes de las oscilacio-
nes lentas (Amzica and Steriade, 1998), y que seran desarrollados en el apartado 1.2.1 de la

introduccion.

Las oscilaciones theta (~4-7 Hz) son el ritmo dominante en el hipocampo de la mayoria de
mamiferos, si bien se producen a distintos rangos de frecuencia en funcién de la especie (Win-
son, 1972), por ejemplo en los humanos, en los que se ha sugerido que tienen una frecuencia
menor (Bodizs et al., 2001; Lega et al,, 2012; Jacobs, 2014). Aunque las oscilaciones theta se han
identificado también en otras estructuras corticales y subcorticales, como la corteza cingulada
(Borst et al,, 1987; Colom et al., 1988; Wang et al., 2005; Womelsdorf et al., 2010), la amigdala
(Seidenbecher et al., 2003; Bienvenu et al., 2012) o el hipotdlamo (Slawinska and Kasicki,
1995), dichas oscilaciones estan asociadas a correlatos comportamentales distintos de los que

inducen ritmos theta en el hipocampo, y no son coherentes con las oscilaciones theta hipocam-
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pales (Buzsaki, 2002). El ritmo theta esta presente durante la fase REM del suefio, en la que
tiene una implicacién en la consolidacion de la memoria (Jouvet, 1969; Bodizs et al., 2001; Boy-
ce etal, 2016), durante el movimiento voluntario (Vanderwolf, 1969; Bland, 1986) y durante la
conducta exploratoria de navegacioén espacial (Winson, 1978; Buzsaki, 2005; Buzsaki and Mo-
ser, 2013), y ha sido profusamente relacionado con la formacién de memorias episddicas y
semanticas dependientes del hipocampo (Buzsaki, 1996; Lisman, 1999; Seager et al.,, 2002;
Buzsaki, 2005; Hasselmo, 2005), asi como con el mantenimiento de la informacién durante
tareas dependientes de la memoria de trabajo (Lisman and Idiart, 1995; Raghavachari et al,,
2001). Theta ejerce una funcion moduladora sobre estructuras corticales y limbicas (Pedemon-
te et al.,, 1996; Siapas et al,, 2005) y, en el hipocampo, modula el disparo de las células de lugar
que codifican la posicién espacial (O'Keefe and Dostrovsky, 1971; O'Keefe and Recce, 1993;
Skaggs et al,, 1996; Huxter et al,, 2003). La fase de theta también tiene un efecto modulador
sobre la plasticidad sindptica, ofreciendo un mecanismo de red para la formacién de memorias
dependientes del hipocampo (Pavlides et al., 1988; Huerta and Lisman, 1993; Debanne et al.,
1998). Los ritmos theta hipocampales se originan mediante la interaccién entre la inhibiciéon
perisomatica ritmica de las neuronas piramidales de CA1 y la despolarizacién ritmica de sus
dendritas distales. Dicha despolarizacion es causada por las aferencias excitatorias provenien-
tes de la corteza entorrinal a través de la via perforante (Kamondi et al., 1998), mientras que la
inhibicién perisomadtica ritmica de las neuronas de CA1 es llevada a cabo por las células en
cesto, que son hiperpolarizadas de manera periddica por las aferencias GABAérgicas prove-
nientes de la rama septal de la banda diagonal de Broca (Buzsiki et al., 1983; Leung and Yim,
1986; Stewart and Fox, 1990; Ylinen et al., 1995; Téth et al,, 1997). Dicha estructura se conside-
ra critica para la generacidn del ritmo theta, pues al lesionarla o inactivarla se previene su
emergencia en todas las cortezas (Petsche et al., 1962), aunque esta por determinar si funciona
como marcapasos o bien el disparo ritmico de sus neuronas depende la retroalimentacién hi-
pocampal y entorrinal (Lee et al., 1994; Wang, 2002). Otros mecanismos que se han relacionado
con la generacion y sincronizacion de las oscilaciones theta son las propiedades intrinsecas de
las neuronas piramidales de diversas estructuras limbicas (Alonso and Llinas, 1989), la interac-
cion entre los distintos tipos de interneuronas del hipocampo (Cobb et al., 1995), o las conexio-
nes recurrentes de la region CA3 (Kocsis et al.,, 1999; Buzsaki, 2002).

Otro ritmo hipocampal que ha sido extensamente relacionado con el aprendizaje y la memo-

ria son las ondulaciones de onda aguda (conocidas en inglés con el nombre de ripples), los lla-
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mados ritmos ultra rapidos (100-600 Hz). Estos ritmos fueron descritos por primera vez en el
cerebelo (Adrian, 1935) y, aunque son caracteristicos de la regiéon hipocampal (Buzsaki et al,,
1992), también pueden encontrarse en la neocorteza (Fisher et al,, 1992; Kandel and Buzsaki,
1997; Jones and Barth, 1999; Grenier et al., 2001; Canolty et al., 2006). Las ondulaciones de
onda aguda son un fenémeno transitorio que consiste en rafagas de potenciales de alta ampli-
tud y poca duracion, que pueden observarse durante el estado de vigilia al estar inmovil, comer
o beber, y también durante la fase no REM del suefio y bajo anestesia (Buzsaki et al., 1992; Yli-
nen et al,, 1995; Chrobak and Buzsaki, 1996). Se han relacionado con el procesamiento de la
informacion sensorial (Jones and Barth, 1999), la consolidaciéon de la memoria y su recupera-
cion (Wilson and McNaughton, 1994; Buzsaki, 1996; Nadasdy et al., 1999; Foster and Wilson,
2006; Dragoi and Tonegawa, 2011; Jadhav et al., 2012) y, a nivel patolégico, con la presencia de
crisis epilépticas (Traub et al., 2001). Las sinapsis eléctricas entre neuronas piramidales tienen
un rol relevante en la generacion y sincronizacion de las ondulaciones de onda aguda hipocam-
pales (Draguhn et al., 1998; Traub et al., 1999) y, en la corteza, se ha propuesto que dichos rit-
mos emergen de la interaccion entre diversos tipos celulares en condiciones de alta actividad

neuronal, a través de sinapsis quimicas y eléctricas (Grenier et al.,, 2001).

El ritmo alpha (~7-15 Hz) fue el primero en ser descrito (Berger, 1929), y constituye el
patron ritmico dominante durante periodos de relajacién con los ojos cerrados, especialmente
en el drea parieto-occipital. Fue nombrado asi por Berger para distinguirlo del ritmo de mayor
frecuencia y menor amplitud, llamado “beta”, que sustituia al ritmo alpha cuando los sujetos
abrian los ojos, y por ello se ha considerado tradicionalmente un correlato fisioldgico del repo-
so y desactivacion de la corteza (Pfurtscheller et al., 1996). Sin embargo, estudios posteriores
han demostrado que el ritmo alpha tiene un rol funcional en el procesamiento cognitivo, modu-
lando procesos atencionales e inhibiendo informacién irrelevante mediante su incremento, o
facilitando su procesamiento mediante su disminuciéon (Cooper et al., 2003; Palva and Palva,
2007; Rihs et al,, 2009; Jensen and Mazaheri, 2010; Haegens et al.,, 2011a; Haegens et al., 2011b;
Handel et al,, 2011). Los mecanismos de generacion del ritmo alpha todavia no son completa-
mente conocidos. Estudios iniciales sugirieron que las propiedades intrinsecas de las neuronas
taldmicas producian el ritmo alpha (Andersen and Andersson, 1968), pero trabajos posteriores
apuntaron a su origen cortical (Lopes da Silva et al.,, 19733, b; Lopes da Silva and Storm Van

Leeuwen, 1977; Lopes da Silva et al,, 1980), demostrando que las neuronas piramidales de la
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capa V de la corteza poseen propiedades que podrian generar este ritmo (Steriade et al., 1990;
Lopes da Silva, 1991; Castro-Alamancos and Connors, 1996; Bollimunta et al., 2008).

Otro ritmo de 7-14 Hz que se puede observar en los primeros estadios del suefio no-REM y
en los periodos activos de las oscilaciones lentas son los husos del suefio, que suceden de ma-
nera transitoria —entre 1 y 3 segundos- y recurrente -cada 5 o 15 segundos- a lo largo de la red
talamocortical, y que han sido ampliamente relacionados con la formacién y consolidacién de la
memoria (Schabus et al., 2004; Clemens et al., 2005; Rosanova and Ulrich, 2005; Eschenko et al.,
2006; Nishida and Walker, 2007; Molle et al., 2009). Los husos del suefio se originan a partir de
la descarga en rafaga de las neuronas GABAérgicas del nucleo reticular taldmico (Deschenes et
al,, 1984; Steriade and Deschenes, 1984; Steriade et al., 1985; Steriade et al.,, 1987; Halassa et
al,, 2011), que genera potenciales inhibitorios postsindpticos (IPSPs, del inglés inhibitory synap-
tic potentials) ritmicos en las neuronas talamocorticales. Cuando dichas neuronas estan lo sufi-
cientemente hiperpolarizadas, siendo este el caso durante el SWS, descargan potenciales de
accion de rebote postinhibitorio que excitan a las neuronas corticales a un ritmo de 7-14 Hz.
Aunque los husos del suefo son generados en el ntcleo reticular taldmico, su sincronizacién a
lo largo de la red talamocortical se produce por la retroalimentacion excitatoria corticotalamica
(Timofeev and Steriade, 1996). Esta retroalimentacion tiene lugar durante los estados activos
de las oscilaciones lentas, existiendo por lo tanto una relacién de fase consistente entre dichos
estados y los husos del suefio, en la que los segundos se producen inmediatamente después de
la despolarizacion inicial de las neuronas corticales (Steriade et al.,, 1993e; von Krosigk et al,,
1993; Contreras et al., 1996b; Destexhe et al., 1998; Steriade, 2000; Bonjean et al,, 2011), se-

cuencia conocida como complejo K (Amzica and Steriade, 1997).

Los ritmos rapidos beta y gamma (~15-100 Hz) son, junto a los ritmos theta, el patrén do-
minante durante el estado cerebral de vigilia activa, aunque pueden encontrarse durante la
mayoria de estados cerebrales en una gran variedad de areas corticales (Gray et al., 1989;
Murthy and Fetz, 1992; Whittington et al., 1995; Chrobak and Buzsaki, 1998; Fries et al., 2001;
Sirota et al., 2008) y subcorticales (Adrian, 1942; Nunez et al.,, 1992; Pinault and Deschenes,
1992; Berke et al., 2004; Popescu et al., 2009), incluida la fase REM del suefio y también la fase
no REM, en la que estan anidados a los estados activos de las oscilaciones lentas (Steriade et al.,
1996b; Steriade, 2006; Compte et al., 2008). La primera demostracién de que los ritmos gamma
(~30-100 Hz) podian ser inducidos por la presentaciéon de un estimulo sensorial proviene de

estudios realizados en el bulbo olfatorio del erizo y el conejo, y se remonta a los afios 40 y 50
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(Adrian, 1942; Adrian, 1950). Décadas después, Wolf Singer y colaboradores proporcionaron la
primera evidencia de que gamma tenia un rol funcional en el procesamiento sensorial primario
(Eckhorn et al., 1988; Gray et al., 1989; Gray and Singer, 1989; Engel et al,, 1991a; Engel et al,,
1991b), y de que la sincronizacién de la actividad neuronal distribuida tenia la funcién de hacer
converger multiples caracteristicas de un estimulo en una representacién coherente del mismo
(Singer and Gray, 1995; Singer, 1999; Varela et al,, 2001; Harris et al., 2003; Fries, 2005). Desde
entonces, numerosos trabajos han demostrado que la sincronizaciéon neuronal en la banda de
frecuencias gamma es inducida por diferentes estimulos y tareas, y que su presencia esta rela-
cionada con gran variedad de procesos cognitivos (Wang, 2010; Bosman et al., 2014), como la
atencion (Tiitinen et al., 1993; Fries et al.,, 2001; Reynolds and Chelazzi, 2004; Buschman and
Miller, 2007; Saalmann et al., 2007; Doesburg et al., 2008; Deco and Thiele, 2009; Vinck et al.,
2013), el aprendizaje (Bauer et al., 2007; Jutras et al.,, 2009; Tort et al., 2009; van Wingerden et
al,, 2010), la memoria de trabajo (Pesaran et al., 2002; Morgan et al,, 2011; Roux et al,, 2012;
Salazar et al., 2012), la memoria a corto y largo plazo (Tallon-Baudry et al., 1998; Montgomery
and Buzsaki, 2007; Siegel et al., 2009) o la toma de decisiones (van Wingerden et al., 2014).

La sincronizacion de la actividad neuronal en la banda de frecuencias beta (~15-30 Hz) ha
sido tradicionalmente relacionada con funciones sensoriomotoras, por ejemplo con la prepara-
cién del movimiento y su inhibicién, pues beta disminuye cuando comienza a ejecutarse y au-
menta si se retiene la respuesta motora (Jasper and Penfield, 1949; Rougeul et al., 1979;
Pfurtscheller, 1981; Sanes and Donoghue, 1993; Salenius and Hari, 2003; Lee, 2004; Zhang et
al., 2008; Pogosyan et al., 2009; van Wijk et al., 2009). Sin embargo, un creciente cuerpo de
evidencias apunta a que el ritmo beta también podria estar asociado a procesos cognitivos que
requieren integracion neuronal a gran escala, en contraposicién a aquellos procesos que re-
quieren integracion local y que estarian relacionados con los ritmos gamma (Engel and Fries,
2010; Donner and Siegel, 2011). Estos procesos han recibido el nombre de “top-down” por par-
te de la psicologia y la neurociencia cognitiva, e incluirian la seleccién atencional, la recupera-
cién de memorias y la prediccion, entre otros (Bressler and Richter, 2015). Ejemplos de ello son
la demostracion de que la atenciéon voluntaria hacia un estimulo aumenta la sincronia en beta,
mientras que la atencion inducida por la saliencia de dicho estimulo la aumenta en gamma
(Buschman and Miller, 2007), o de que los ritmos gamma corticales son modulados en direc-
cién ascendente en la jerarquia del procesamiento visual, pero que la modulacién se produce en

el sentido contrario en el caso de los ritmos beta (Bastos et al., 2015; Zheng and Colgin, 2015).
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En el hipocampo, se ha reportado que las células de lugar sincronizan su actividad a gamma
cuando se utiliza la presencia de claves sensoriales durante la navegacion espacial, pero que lo
hacen a beta cuando se utiliza una secuencia memorizada en ensayos anteriores (Cabral et al.,
2014) y, en la misma linea, que la sincronizacién a gamma de la actividad de las células de lugar
se relaciona con la representacion de la posicion actual, mientras que la sincronizacién a beta
se relaciona con la prediccion de dicha posicion (Bieri et al.,, 2014). Estos trabajos, entre otros,
sugieren la hipétesis de que la segregacién temporal de la actividad neuronal podria ser un
modo de establecer distintos canales o flujos de informacién, que estarian relacionados con
diferentes aspectos cognitivos y/o que podrian interferir entre si (von Stein and Sarnthein,
2000; Colgin et al.,, 2009).

El mecanismo de generacion de los ritmos rapidos estd basado en la actividad de las inter-
neuronas inhibitorias, fundamentalmente a través de su accion rapida mediada por los recepto-
res GABAA (Whittington et al., 2000; Compte et al.,, 2008). La accién perisomatica que ejercen
las interneuronas en cesto parvalbimina-positivas es el origen mas aceptado de dicha inhibi-
cion (Traub et al,, 1997; Kopell et al., 2000; Bartos et al., 2007), aunque se ha propuesto que
otros tipos de interneuronas podrian participar en la génesis de los ritmos rapidos (Whitting-
ton et al,, 2011). Existen al menos dos modelos de circuito que pueden sostener actividad sin-
cronizada en la banda de frecuencias gamma, siendo lo mas plausible que ambos coexistan en la
red cortical como un fendmeno transitorio que ocurre durante, o inmediatamente después, un
periodo de actividad breve e intensa de las neuronas piramidales (Brunel and Wang, 2003;
Tiesinga and Sejnowski, 2009; Whittington et al,, 2011). El primero de ellos implica conexiones
reciprocas entre interneuronas; al recibir suficiente excitacidn, un subgrupo de ellas dispara de
manera conjunta, generando IPSPs sincronos en las interneuronas adyacentes que, a su vez,
tendran una mayor probabilidad de disparar cuando la hiperpolarizacién mediada por el recep-
tor GABA4 haya decaido, iniciando un nuevo ciclo cuya frecuencia dependera de la magnitud de
la excitacién que reciben las interneuronas, asi como de la cinética y magnitud de los IPSPs
generados por la recurrencia de la red (Whittington et al., 1995; Whittington et al., 2011;
Buzsaki and Wang, 2012, Compte et al,, 2008). Se ha demostrado que las redes inhibitorias
estdn conectadas mediante sinapsis eléctricas (Galarreta and Hestrin, 1999; Gibson et al,,
1999). Dichas sinapsis tienen un papel relevante en la sincronizacién del disparo entre inter-
neuronas (Draguhn et al., 1998; Mann-Metzer and Yarom, 1999), y pueden coexistir con las

sinapsis quimicas anteriormente descritas (Fukuda and Kosaka, 2000), interaccionando con
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ellas en la generacidén de los ritmos gamma (Tamas et al.,, 2000; Hormuzdi et al., 2001). El otro
modelo de circuito que puede sostener actividad sincronizada a gamma esta basado en la re-
troalimentacién entre grupos de neuronas piramidales e inhibitorias reciprocamente conecta-
das (Wilson and Cowan, 1972). En este caso, el ciclo comenzaria con la excitacién de las inter-
neuronas por parte de las células piramidales, que serian posteriormente silenciadas a través
de la retroalimentacion inhibitoria, lo cual reduciria la excitacién sobre las interneuronas ini-
cidndose asi un nuevo ciclo (Hasenstaub et al, 2005; Whittington et al., 2011; Buzsaki and
Wang, 2012). Por lo tanto, en este modelo la excitacion rapida y la retroalimentacion inhibitoria
se alternan, determinando el intervalo entre ambas la frecuencia del ritmo gamma (Freeman,
1975; Brunel and Wang, 2003). Adicionalmente a estos dos modelos, se han propuesto otros
mecanismos de generaciéon de los ritmos gamma, como la activacion ténica de los receptores
kainato, muscarinicos o metabotrépicos de glutamato, que provoca oscilaciones en el rango de
gamma que persisten durante horas (Whittington et al,, 2011), o la influencia que podrian ejer-
cer sobre el sistema talamocortical las oscilaciones de alta frecuencia generadas extracortical-
mente (Timofeev and Chauvette, 2011). Los mecanismos de generacion de los ritmos beta no
son tan conocidos como los de los ritmos gamma, pero se considera que podrian ser similares
(Whittington et al., 2000; Wang, 2010), quizas con la participacidon de subtipos especificos de
interneuronas (Mancilla et al., 2007; Roopun et al.,, 2010; Wang, 2010). La periodicidad de los
ritmos gamma puede verse reducida en una red de neuronas inhibitorias aumentando el tama-
fio de los IPSPs respecto al grado de excitacion que reciben las interneuronas, o bien aumen-
tando la cantidad de tiempo en que dichos potenciales inhibitorios son efectivos. Otro meca-
nismo de generacion de los ritmos beta podria implicar la imposibilidad de las neuronas excita-
torias para disparar en cada ciclo debido a su periodo refractario, en cuyo caso las interneuro-
nas seguirian oscilando a gamma, pero las neuronas piramidales lo harian a beta, sincronizan-
dose entre ellas por medio de la conectividad entre neuronas excitatorias (Kopell et al., 2000;

Whittington et al., 2000).

Excepto en condiciones artificiales, es muy poco frecuente que un ritmo cerebral se mani-
fieste de manera aislada. Varios ritmos suelen coexistir temporalmente en la misma o diferen-
tes estructuras, interaccionando entre si mediante relaciones de fase o amplitud y estando, por
lo general, los ritmos rapidos coordinados temporalmente por otros ritmos mas lentos (Buzsaki

and Draguhn, 2004). Estas interacciones se traducen en complejas secuencias que han sido
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profusamente relacionadas con la emergencia de funciones cognitivas y el procesamiento neu-
ronal (Lakatos et al,, 2005; Steriade, 2006; Penny et al., 2008). Algunos ejemplos de ello son el
acoplamiento de los ritmos theta y gamma, asociado a la adquisicién de memorias hipocampo-
dependientes, el mantenimiento de la informacién en el contexto de tareas que implican memo-
ria de trabajo, y el procesamiento de memorias episddicas (Lisman and Idiart, 1995; Lisman,
2005; Shirvalkar et al., 2010; Kendrick et al., 2011), el acoplamiento de los ritmos alpha y gam-
ma, asociado a la organizacién perceptiva y el procesamiento activo junto con la inhibicién de
areas irrelevantes (Jokisch and Jensen, 2007; Palva and Palva, 2007; Jensen and Mazaheri,
2010), o el acoplamiento de ritmos rapidos en la fase activa de las oscilaciones lentas (Steriade
et al.,, 1996b; Steriade, 2006; Compte et al., 2008), que podria estar asociado a la actividad men-
tal relacionada con los suefios (Llinas and Ribary, 1993; Steriade, 2006; McNamara et al., 2010)
o a la consolidacién de los trazos de memoria adquiridos durante la vigilia (Marshall et al,,

2006; Peyrache et al., 2009).

Las funciones y mecanismos de generacién de los ritmos cerebrales anteriormente descri-
tos ponen de manifiesto que constituyen un nivel intermedio, un eslabon, entre los niveles celu-
lar y sinaptico por un lado, y la funcién cognitiva por el otro, propiedad que los hace especial-
mente adecuados para el abordaje de procesos patoldgicos en los que ambos aspectos estan
alterados (Schnitzler and Gross, 2005; Uhlhaas and Singer, 2006; Buzsaki and Watson, 2012).
La sincronizacion de la actividad oscilatoria es una propiedad emergente de la red, que refleja
la integracion entre las propiedades intrinsecas de las neuronas y las propiedades sinapticas
del circuito al que pertenecen y, por ello, la sincronizacién anémala de la actividad oscilatoria
es indicativa de que dichas propiedades se encuentran alteradas. Asimismo, los ritmos cerebra-
les estan estrechamente vinculados a procesos atencionales, perceptivos y cognitivos. Si los
ritmos cerebrales representan un epifenémeno de estos procesos o bien son una manifestacion
causal del funcionamiento cerebral puede estar todavia en debate pero, en cualquiera de los
dos casos, una sincronizacién anémala de la actividad neuronal sugiere déficits atencionales,
perceptivos o cognitivos. En el primer escenario, dicha sincronizacién alterada podria ser un
marcador fisiologico de los déficits; en el segundo, su restauracién podria representar un nuevo

punto de entrada a nivel terapéutico.
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Alo largo de esta tesis se ha realizado una caracterizacidon detallada de las oscilaciones len-
tas en la corteza cerebral de tres modelos murinos ampliamente utilizados, y que representan
enfermedades en las que convergen alteraciones a nivel celular y sindptico junto con déficits
cognitivos: la enfermedad de Alzheimer y el Sindrome X Fragil. Esta caracterizaciéon debe ser
relevante para obtener un fenotipo de red en dichos modelos, que puede ser contrastado con el
que esta presente en humanos, pero también puede aportar indicios sobre los mecanismos
subyacentes a la actividad de red alterada, que podria estar causando los déficits cognitivos

caracteristicos de dichas enfermedades.

1.2. Las oscilaciones lentas: la actividad por defecto de la red cortical

Durante el SWS, bajo ciertos tipos de anestesia, o en algunos casos de pérdida de conciencia,
situaciones en las que se produce una virtual ausencia de estimulacion sensorial y el sujeto esta
“desconectado del ambiente”, la red cortical sigue siendo capaz de generar y sostener en el
tiempo patrones ritmicos de actividad espontanea, gracias a su excitabilidad basal y extensa
conectividad recurrente (Lorente de No, 1938; Hebb, 1949). El principal de estos patrones es la
oscilacién lenta (SO, del inglés slow oscillation), y fue inicialmente caracterizado por Mircea
Steriade y colaboradores en 1993 (Steriade et al., 1993e; Steriade et al., 1993c; Steriade et al.,
19934, b). La SO consiste en periodos de intensa actividad sinaptica y disparo neuronal, deno-
minados Up states, que se alternan con periodos practicamente silentes, o Down states, a una
frecuencia menor o igual a 1 Hz. Esa alternancia puede ser observada a nivel intracelular, como
una vigorosa actividad sinaptica que provoca el disparo neuronal y a la que sigue un periodo de
silencio, y también a nivel extracelular, como un aumento de la actividad en el rango de fre-
cuencias beta-gamma y un aumento del disparo de la red local (MUA, del inglés multiunit activi-

ty), al que sigue un periodo relativamente silente.

Las oscilaciones lentas son un fenémeno global y sincronizado (pero ver Vyazovskiy et al.,
2011), que esta presente en todas las areas de la corteza (MacLean et al.,, 2005; Haider et al.,
2006; Sanchez-Vives et al., 2008; Mann et al., 2009; Ruiz-Mejias et al., 2011) y numerosas es-
tructuras subcorticales (Wilson and Groves, 1981; Wilson and Kawaguchi, 1996; Magill et al.,

2000; Bevan et al., 2002; Steriade, 2006), y muy conservado, que se ha caracterizado en varias
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especies animales (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Rigas and Castro-Alamancos, 2007;
Sakata and Harris, 2009; Chauvette et al., 2010; Wester and Contreras, 2012), incluidos los
humanos (Massimini et al.,, 2004; Csercsa et al.,, 2010). Aunque inicialmente se consider6 que
las oscilaciones lentas que ocurren durante el SWS representaban el correlato fisiologico de la
inhibicion, desactivacion o enlentecimiento de la corteza (Pavlov, 1923; Eccles, 1961), estudios
posteriores han aportado evidencias sobre su rol funcional en la sincronizacion de los husos del
sueflo, el ritmo delta taldmico y los ritmos rapidos beta-gamma, estos ultimos generados por el
disparo sincrono de las interneuronas durante el Up state (Steriade et al., 1993e; Steriade et al.,
1993c; Steriade et al., 1996a; Steriade et al., 1996b; Steriade and Amzica, 1998; Hasenstaub et
al,, 2005; Steriade, 2006; Compte et al., 2008). La SO también ha sido relacionada con la conso-
lidacién de los trazos de memoria adquiridos durante la vigilia (Marshall et al., 2006; Peyrache
et al, 2009), la homeostasis, recalibracién e induccién de la plasticidad sinaptica (Reig et al.,
2006; Reig et al,, 2015; Chauvette et al., 2012; Tononi and Cirelli, 2014; Cirelli and Tononi,
2015), el mantenimiento basico de las neuronas que forman parte de la red cortical (Vyazovs-
kiy and Harris, 2013), la homeostasis metabdlica y la eliminacién de productos neurotéxicos

(Xie et al.,, 2013), o la recuperacion de los niveles normales de excitabilidad (Huber et al., 2013).

Las oscilaciones lentas corticales sobreviven a la lesién o inactivacion talamica (Steriade et
al,, 1993b), pero son prevenidas en el talamo cuando este carece de aferencias corticales (Timo-
feev and Steriade, 1996). También pueden ser registradas en una porcién de corteza desprovis-
ta de aferencias (Timofeev et al., 2000), y son generadas de manera espontdnea en una red
cortical aislada in vitro (Sanchez-Vives and McCormick, 2000). Notoriamente, en dichas condi-
ciones la SO tiene unas propiedades muy similares a las que presenta cuando el cerebro se en-
cuentra intacto, ya sea bajo anestesia o durante el SWS (Steriade et al., 1996a; Steriade et al.,
1996b; Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Chauvette et al., 2011). Lo anterior demuestra que
la SO es un ritmo de origen cortical, si bien puede ser modulado por el talamo (Amzica and
Steriade, 1995a; Contreras and Steriade, 1995; Rigas and Castro-Alamancos, 2007; David et al.,
2013; Lemieux et al, 2014) y nucleos del tronco del encéfalo (Moruzzi and Magoun, 1949;
Steriade et al., 1993d; Wester and Contreras, 2013; Lorincz et al,, 2015). También demuestra
que la emergencia de la SO depende de la conectividad local, pues es un ritmo que puede ser
generado en porciones muy reducidas de la corteza, presentando por lo tanto caracteristicas
muy similares cuando es registrado a multiples escalas. De hecho, la conectividad de largo al-

cance que domina el estado cerebral de vigilia se encuentra significativamente reducida duran-

24



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
1. Introduccion

te la SO, y emerge en la transicion hacia dicho estado (Massimini et al.,, 2005), o al desvanecerse

el efecto de la anestesia (Lewis et al.,, 2012; Bettinardi et al., 2015).

Asi, las oscilaciones lentas son el patron emergente de actividad que genera la red cortical
durante aquellas situaciones en las que se encuentra “desconectada” de estimulos externos, ya
sea esta desconexidn funcional, en el caso del SWS y bajo ciertos tipos de anestesia, o fisica, en
el caso de porciones de corteza aisladas del tejido circundante y algunas condiciones clinicas,
como resultado de una lesién cerebral traumatica o un accidente cerebrovascular (Modarres et
al,, 2017). Este hecho ha llevado a sugerir que, siempre que haya un minimo de excitabilidad, la
SO es el patron emergente de actividad que genera por defecto la red cortical (Sanchez-Vives

and Mattia, 2014; Sanchez-Vives et al., 2017a).

1.2.1. Mecanismos de iniciacion, mantenimiento y terminacion del Up state

Existen numerosas evidencias de que las neuronas piramidales de la capa V de la corteza
son criticas para la iniciacion del Up state. El disparo de la red local comienza antes en dicha
capay es mayor que en las restantes, y la seccién de las conexiones intracolumnares a la altura
de la capa IV no impide que se sigan generando Up states en las capas infragranulares, pero
inhibe su generacion en las supragranulares (Sanchez-Vives and McCormick, 2000). En la mis-
ma linea, inactivar la capa V impide que se generen Up states en las capas II-1II, pero cuando
estas son inactivadas los Up states se siguen generando y propagando horizontalmente en la
capa V (Wester and Contreras, 2012). Preparaciones in vivo han demostrado también que la
inactivacion optogenética de las neuronas piramidales de la capa V previene la emergencia de
la SO, pero que este efecto no puede observarse al inactivar las capas supragranulares (Beltra-
mo et al., 2013). Otros estudios han puesto de manifiesto que algunas neuronas piramidales de
la capa V poseen ritmicidad intrinseca (Connors et al., 1982; Agmon and Connors, 1989; Silva et
al,, 1991; Chauvette et al., 2010; Lorincz et al., 2015), asi como una amplia arborizacidn axonal a
lo largo de la capa V (Chagnac-Amitai et al,, 1990) y una gran densidad de espinas dendriticas
(DeFelipe and Farinas, 1992); estas propiedades intrinsecas y sindpticas de las neuronas pira-
midales de la capa V podrian explicar por qué dicha capa es critica para la generacion del Up

state (Neske, 2016).

25



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
1. Introduccién

Se han propuesto dos hipotesis principales sobre el mecanismo de iniciacién del Up state. En
una de ellas, potenciales excitatorios postsinapticos (EPSPs, del inglés excitatory synaptic poten-
tials) espontaneos (Fatt and Katz, 1952), independientes de potenciales de accién (i.e. EPSPs
miniatura), se sumarian temporalmente en un nimero critico de neuronas de la capa V, provo-
cando su disparo. La actividad de estas neuronas seria posteriormente amplificada por la recu-
rrencia excitatoria de la red, inicidndose asi el Up state (Timofeev et al., 2000; Bazhenov et al,,
2002; Chauvette et al., 2010). La otra hipdtesis sostiene que las propiedades intrinsecas de
algunas neuronas piramidales de la capa V facilitan su disparo espontdneo durante el Down
state, y que la actividad de estas neuronas, amplificada por la recurrencia excitatoria de la red,
serfa la responsable de iniciar un nuevo Up state (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Le Bon-

Jego and Yuste, 2007).

Una vez iniciado, la actividad persistente que tiene lugar durante el Up state depende de
mecanismos sindpticos, pues el bloqueo de la transmisidon glutamatérgica rapida mediada por
los receptores NMDA y AMPA evita la emergencia de la SO (Sanchez-Vives and McCormick,
2000), manteniendo intacta la actividad espontanea de algunas neuronas piramidales de la
capa V (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003). Las primeras descripciones
de la SO ya demostraron que la intensa actividad sinaptica que caracteriza al Up state esta pro-
vocada por el disparo de las neuronas excitatorias pero también de las inhibitorias, y que am-
bos tipos celulares permanecen hiperpolarizados y silentes durante el Down state (Steriade et
al., 1993a; Contreras et al., 1996a; Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Steriade et al., 2001).
Estudios posteriores reportaron que las conductancias excitatoria e inhibitoria tienen una
magnitud muy similar, y cambian de manera proporcional, a lo largo del Up state (Shu et al.,
2003; Haider et al., 2006; Rudolph et al., 2007; Compte et al., 2009; Neske et al., 2015). Lo ante-
rior indica que la actividad persistente durante el Up state depende de la recurrencia excitatoria
de la red, y que dicha excitabilidad es balanceada por la inhibicién, equilibrio que controla el
disparo de las neuronas mediante el mantenimiento del voltaje de membrana en una regién
segura y estable, que evita una excitabilidad excesiva pero permite que el ruido sindptico gene-

re un potencial de accidn (Shu et al., 2003; Mann et al., 2009).

La incapacidad de la red para sostener el Up state de manera indefinida se ha explicado

atendiendo a mecanismos intrinsecos y sinapticos. Por un lado, se ha propuesto que la posthi-
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perpolarizacién lenta (sAHP, del inglés slow afterhyperpolarization) a la que contribuyen los
canales de potasio dependientes de actividad (e.g. canales Kca?*y Kna*), ¥ que se activan durante
el Up state debido a la acumulacién intracelular de calcio y sodio (Steriade et al., 1993a; San-
chez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003), reduciria la excitabilidad de las neuro-
nas en las que se expresa -sobretodo piramidales (pero ver Descalzo et al., 2005)-, hasta el pun-
to en que la retroalimentacion sinaptica excitatoria ya no podria provocar su disparo, termi-
nando asf el Up state. La persistencia de las corrientes que generan la SAHP una vez el Up state
ha terminado provocaria una hiperpolarizaciéon prolongada, o Down state, que estableceria un
periodo refractario en el cual un nuevo Up state tendria muy poca probabilidad de ser genera-
do, probabilidad que iria aumentando a lo largo del Down state debido a que el cese de la activi-
dad permitiria que la amplitud de la SAHP decreciera gradualmente. En este escenario, cuanto
mayor sea la activacion de las corrientes de potasio dependientes de actividad durante el Up
state -activacion determinada por el balance entre la excitacién recurrente y la inhibicidn-
mayor amplitud tendra la sAHP inducida y mayor, por lo tanto, el periodo refractario asociado
al Down state (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003). Otros canales de po-
tasio que han sido implicados en la terminacion del Up state son los activados por adenosina
extracelular (Contreras and Steriade, 1995; Contreras et al., 1996a) o los activados por ATP
intracelular (Cunningham et al.,, 2006), cuyas concentraciones aumentan durante el Up state
debido a la carga metabolica que supone la actividad sincrona de la red.

Una hipdtesis alternativa ha propuesto mecanismos de tipo sindptico para la terminacion
del Up state, defendiendo que dicha terminacién ocurre por “agotamiento” o depresion sinapti-
ca a corto plazo (STD, del inglés short-term synaptic depression) (Contreras et al.,, 1996a; Staley
et al., 1998; pero ver Benita et al., 2012), fruto de la depleccién de neurotransmisor en el termi-
nal presinaptico (Dobrunz and Stevens, 1997; Zucker and Regehr, 2002). Aunque este meca-
nismo de terminacién del Up state podria coexistir con el que implica conductancias de potasio
dependientes de actividad (Bazhenov et al.,, 2002), hay evidencias experimentales que apuntan
a su rol subsidiario (Reig et al., 2006). Asimismo, un modelo en el que se simularon ambos me-
canismos concluy6 que el bloqueo de las conductancias de potasio dependientes de actividad
impedia la transicién hacia el Down state, mientras que la ausencia de LTD solo disminuia la
sincronia de dichas transiciones (Hill and Tononi, 2005). A este respecto, se ha argumentado
que ninguno de estos dos mecanismos puede explicar satisfactoriamente el alto grado de sin-

cronia que presenta la transicion hacia el Down state (Volgushev et al., 2006; Mochol et al,,

27



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
1. Introduccién

2015), pues la expresidon y magnitud de las corrientes intrinsecas y LTD varia sustancialmente
entre neuronas y sinapsis (Neske, 2016).

Como se ha comentado anteriormente, las conductancias excitatoria e inhibitoria tienen una
magnitud muy similar durante el Up state, y aumentan rapidamente al inicio del mismo para
decrecer gradual y proporcionalmente hasta su terminacidn, indicando que dicha terminaciéon
no esta causada por un incremento en el disparo de las interneuronas. De hecho, el bloqueo de
la inhibicién rapida mediada por los receptores GABA4 reduce progresivamente la duracion del
Up state (Mann et al., 2009; Sanchez-Vives et al., 2010), quizas debido a un aumento de las con-
ductancias de potasio dependientes de actividad, provocado por el incremento del disparo de
las neuronas piramidales en la red desinhibida. Sin embargo, la inhibicién lenta mediada por los
receptores GABAg tiene un rol modulador en la terminacion del Up state, pues su bloqueo au-
menta de manera progresiva la duraciéon del mismo, si bien no impide las transiciones hacia el

Down state (Mann et al.,, 2009; Craig et al., 2013).

Una vez el Up state ha terminado, existe un periodo refractario en el que otro Up state no
puede ser evocado (Sanchez-Vives and McCormick, 2000). Este periodo establece un limite
maximo a la frecuencia de la SO, cuya ritmicidad depende de la interacciéon entre los mecanis-
mos de iniciacion del Up state y los mecanismos refractarios asociados al Down state. El poten-
cial de la actividad sinadptica que tiene lugar durante el Down state para iniciar otro Up state
dependera de si dicha actividad ocurre durante el periodo refractario de la red -muy probable-
mente determinado por el curso temporal de las corrientes que generan la SAHP y que se acti-
varon durante el Up state anterior-, y de si su magnitud excede un umbral critico después de

que el periodo refractario haya terminado.

1.2.2. Revelando alteraciones en la red cortical mediante las oscilaciones lentas

A lo largo de esta introduccién se ha argumentado que los ritmos cerebrales son el eslabén
que une los niveles celular y sinaptico por un lado, y la funcién cognitiva por el otro, y que esta
propiedad los hace especialmente adecuados para el abordaje de procesos patoldgicos en los

que ambos aspectos se hallan alterados (Schnitzler and Gross, 2005; Uhlhaas and Singer, 2006;
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Buzsaki and Watson, 2012). De entre estos ritmos, las oscilaciones lentas podrian considerarse
el patrén por defecto de la red cortical (Sanchez-Vives and Mattia, 2014; Sanchez-Vives et al,,
2017a), pues es la actividad que genera de manera espontanea durante aquellas situaciones en
las que se encuentra “desconectada” de estimulos externos, ya sea esta desconexién funcional,
en el caso del SWS y bajo ciertos tipos de anestesia, o fisica, en el caso de porciones de corteza
aisladas del tejido circundante y algunas condiciones clinicas. La SO es un ritmo generado y
mantenido por la corteza (Steriade et al., 1993b; Timofeev and Steriade, 1996; Timofeev et al.,
2000), mediante la interacciéon entre la reverberacién sinaptica de la red y mecanismos de
adaptacion dependientes de actividad (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Neske, 2016). La
SO es también un ritmo de origen local, en el que la conectividad de largo alcance que caracteri-
za al estado cerebral de vigilia se halla significativamente reducida (Massimini et al., 2005;
Lewis et al., 2012; Bettinardi et al., 2015), y las diferencias entre areas corticales altamente
atenuadas (Ruiz-Mejias et al., 2011). La habilidad de circuitos relativamente pequefios para
exhibir la SO es una caracteristica generalizada de la corteza cerebral, ya que este ritmo puede
encontrarse en todas las areas corticales de numerosas especies animales -incluidos los huma-
nos (Massimini et al.,, 2004; Csercsa et al,, 2010)-, convirtiéndola en un paradigma adecuado
con el que comparar los hallazgos obtenidos en modelos animales de enfermedades y los obte-
nidos en pacientes.

Aunque las oscilaciones lentas no estan presentes durante la vigilia (pero ver Vyazovskiy et
al,, 2011), la actividad persistente que tiene lugar durante el Up state se ha considerado un
modelo del procesamiento cerebral durante dicho estado (McCormick et al., 2003; Steriade and
Timofeev, 2003; Destexhe et al., 2007), pues en los dos casos el disparo y dindmica del potencial
de membrana de las neuronas es muy similar, si bien su resistencia de entrada es menor duran-
te el Up state (Steriade et al., 2001, Reig et al., 2015; para una revision ver Neske, 2016). Otra
similitud entre ambos estados es la sincronizacién de la actividad en las bandas de frecuencia
beta-gamma, ritmos que constituyen el patréon dominante durante el estado cerebral de vigilia
activa (Steriade et al., 1996b; Hasenstaub et al.,, 2005; Steriade, 2006; Compte et al., 2008), sugi-
riendo que los Up states inducen operaciones de red que son muy similares a las que estan pre-
sentes durante dicho estado (Neske, 2016). Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que
los ritmos beta y gamma estan relacionados con procesos cognitivos superiores (Wang, 2010;
Bosman et al., 2014) como la atencién (Vinck et al,, 2013), el aprendizaje (van Wingerden et al.,

2010), la memoria de trabajo (Roux et al.,, 2012) o la memoria a corto y largo plazo (Montgome-
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ry and Buzsaki, 2007; Siegel et al.,, 2009), y un trabajo reciente de nuestro grupo ha demostrado
que las caracteristicas que presentan estos ritmos durante el Up state persisten en el estado
cerebral de vigilia (Ruiz-Mejias et al., 2016).

La SO también constituye un escenario en el que el balance entre la excitaciéon y la inhibi-
cién, cuya alteracidon se ha relacionado con varias condiciones patologicas (Rubenstein and
Merzenich, 2003; Kehrer et al.,, 2008; Gogolla et al., 2009; Lopantsev et al.,, 2009), puede ser
estudiado. La intensa actividad sindptica que tiene lugar durante el Up state esta provocada por
el disparo de las neuronas excitatorias e inhibitorias (Steriade et al.,, 1993a; Contreras et al.,
1996a; Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Steriade et al., 2001), y estas dos fuerzas se balan-
cean la una a la otra (Shu et al.,, 2003; Haider et al., 2006; Compte et al., 2009; Mann et al., 2009;
Neske, 2016), moldeando las propiedades de la SO. Por ejemplo, elevar la excitabilidad neuro-
nal mediante el incremento de la concentracion extracelular de potasio provoca el aumento de
la frecuencia de la SO, a la vez que disminuye su regularidad (Sancristobal et al., 2016). Asimis-
mo, el bloqueo gradual de la inhibicién rdpida mediada por los receptores GABAA produce un
incremento del disparo de la red local que, antes de provocar una descarga epiléptica, es com-
pensado mediante la regulacion al alza de los mecanismos de adaptacidon dependientes de acti-
vidad, dando como resultado el acortamiento del Up state y la elongacién del Down state, redu-
ciéndose la frecuencia de la SO (Sanchez-Vives et al., 2010). Por lo tanto, la excitabilidad de la
red y su sensibilidad a los mecanismos de adaptacién dependientes de actividad constituyen
dos factores clave que pueden modular las propiedades de la SO, haciendo emerger un gran
repertorio de regimenes dindmicos (Mattia and Sanchez-Vives, 2012; Sanchez-Vives and Mattia,
2012,2014).

Aunque los Up states son un fendmeno de emergencia local, la SO se comporta como una on-
da que se propaga a lo largo de la corteza (Amzica and Steriade, 1995a; Amzica and Steriade,
1995b; Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Massimini et al.,, 2004; Luczak et al., 2007; Ruiz-
Mejias et al., 2011; Stroh et al., 2013). Se ha demostrado que los Up states pueden iniciarse en
cualquier punto y propagarse en todas las direcciones, pero lo hacen con mayor frecuencia en
las areas anteriores de la corteza y viajan en la direccion antero-posterior (Massimini et al.,
2004; Menicucci et al,, 2009). La propagacion de la SO establece un marco espaciotemporal
para el aumento de la excitabilidad en las poblaciones neuronales adyacentes, incrementando
su probabilidad de disparo (Wu et al,, 2008) y, en consecuencia, la probabilidad de que dicha

poblacién inicie otro Up state. Puesto que la propagacion de la SO esta mediada por las co-
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nexiones cortico-corticales (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003), sus
propiedades, como velocidad y direccién, pueden proporcionar informacién valiosa sobre la

integridad de esta conectividad (Mohajerani et al., 2013; Oh et al., 2014; Capone et al., 2015).

Por todo lo anterior, las oscilaciones lentas constituyen un paradigma unificado con el que
estudiar la funcién cortical. El andlisis de las oscilaciones lentas ofrece informacion relevante
sobre los parametros de red que estan alterados en condiciones patoldgicas, que pueden ser
indicativos de las anormalidades subyacentes a nivel celular y sindptico (Gibson et al., 2008;
Gurevicius et al., 2013; Mander et al., 2013; Siskova et al., 2014; Ruiz-Mejias et al., 2016), guian-
do potenciales intervenciones orientadas a la restauracion de la actividad normal (Hays et al.,

2011; Busche et al,, 2015b).

1.3. Dos patologias en las que convergen alteraciones a nivel celular y
sinaptico junto con déficits cognitivos: la Enfermedad de Alzheimer y el

Sindrome X Fragil

1.3.1. La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s disease) es una patologia neurode-
generativa progresiva y de etiologia multifactorial, que representa la causa mas comin de de-
mencia entre las personas mayores de 65 afos, y para la que todavia no existe un tratamiento
efectivo (Hardy and Selkoe, 2002). Aunque la AD no es una consecuencia inevitable del proceso
de envejecer, el principal factor de riesgo para padecerla es la edad avanzada, afectando a mas
35 millones de personas en todo el mundo y estimandose que, con el incremento de la esperan-
za de vida y la inversién de la piramide poblacional, en el afio 2050 su prevalencia alcanzara los

115,4 millones (Querfurth and LaFerla 2010; Selkoe, 2012; Prince et al., 2013).

A nivel clinico, la AD se caracteriza por una alteracion de la memoria declarativa con gra-
diente temporal: en sus fases iniciales, los pacientes tienen dificultades para adquirir nuevas

memorias y olvidan rdpidamente aquellas mas recientes y, en sus fases intermedias y avanza-
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das, olvidan memorias mas antiguas y remotas (Arnaiz and Almkvist, 2003). Con la evoluciéon
de la enfermedad aparecen también otras alteraciones cognitivas con la triada afasia-apraxia-
agnosia (Yesavage et al., 1993), deterioro de las funciones ejecutivas y la capacidad de razona-
miento abstracto (Kirova et al., 2015), y alteraciones conductuales y neuropsiquiatricas, como
disrupcién del patron sueno-vigilia, cambio de habitos, hiperactividad motora, irritabilidad,
ansiedad, apatia y sintomas psicéticos (Palmer et al., 2007; Zhao et al., 2016; Manabe and Kosa-

ka, 2017).

A nivel histopatolégico, la AD se distingue por la presencia de depoésitos extracelulares del
péptido B-amiloide (AB) (Alzheimer, 1907; Glenner and Wong, 1984; Masters et al,, 1985) y, a
nivel intraneuronal, por la presencia de agregados de la proteina tau hiperfosforilada, denomi-
nados ovillos neurofibrilares (NFTs, del inglés neurofibrillary tangles) (Grundke-Igbal et al.,
1986; Kosik et al., 1986; Goedert et al., 1988).

El Af se origina a partir de la proteina precursora amiloide (APP), que es procesada secuen-
cialmente por los complejos enzimaticos a-, 3- y y-secretasa. Dicho procesamiento puede ocu-
rrir mediante dos vias, una de las cuales no es patoldgica y se conoce con el nombre de no ami-
loidogénica -la mas comun-, y otra patolégica o amiloidogénica. En la primera via, el procesa-
miento de APP comienza con la accién del complejo a-secretasa, que libera su porcion extrace-
lular en forma de péptido soluble y, en la segunda, comienza con la acciéon del complejo (3-
secretasa, que libera una porcién extracelular soluble de menor tamafio. En ambos casos, el
complejo y-secretasa procesa posteriormente el fragmento de APP que ha quedado anclado a la
membrana, liberando el péptido p83 en el caso de la via no amiloidogénica y, en el caso de la via
amiloidogénica, el péptido AB, que es insoluble y tiende a agregarse formando las placas de A
caracteristicas de la AD. Multitud de estudios han demostrado que el estado agregado de A es
crucial en el desarrollo de la enfermedad (Querfurth and LaFerla, 2010; Selkoe, 2011), pero que
AP también se puede agregar intracelularmente donde, incluso en sus formas solubles, puede
mediar un amplio rango de efectos patolégicos en la funcién celular (Klein, 2006; LaFerla et al.,
2007). La acumulacién de las formas soluble e insoluble de A constituye un evento temprano
de la enfermedad, y progresa lentamente desde areas neocorticales de asociacion hacia estruc-
turas del 16bulo temporal medial y, en sus fases finales, nicleos subcorticales como el estriado y
el tdlamo (Arnold et al., 1991; Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002; Serrano-Pozo et al,,
2011).
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La segunda marca histopatolégica distintiva de la AD es la aparicién de agregados intraneu-
ronales, generalmente en neuronas piramidales, de la proteina asociada a microtubulos tau. En
su estado no patolégico, tau es una proteina soluble que promueve el ensamblaje y estabiliza-
cion de los microttibulos. En su estado patolégico, tau es insoluble, se encuentra hiperfosforila-
da, y se disocia de los microtubulos agregandose en la forma de NFTs (Biernat et al., 1993), que
alteran su estabilidad y, en consecuencia, el transporte axonal, comprometiendo la funciéon
neuronal (Mandelkow et al., 2003). Los NFTs no son exclusivos de la AD, y pueden encontrarse
en otros trastornos neurodegenerativos como la demencia fronto-temporal con parkinsonismo,
la enfermedad de Pick, la pardlisis supranuclear progresiva y la degeneraciéon corticobasal,
indicando que la disrupcion de la funcién de tau puede conducir por si misma a la neurodege-
neracién (Hutton et al., 1998; Lee et al., 2001). Al contrario que la patologia amiloide, la hiper-
fosforilacién y agregacion de tau comienza en fases mas tardias de la AD, y progresa desde la
corteza entorrinal al hipocampo, las areas neocorticales de asociacion y, en los ultimos estadios,
las areas corticales primarias y estructuras subcorticales como el estriado y la sustancia negra
(Arnold et al., 1991; Braak and Braak, 1991; Serrano-Pozo et al., 2011; Spires-Jones and Hyman,
2014).

Estas dos lesiones patognomonicas de la AD, junto con otros procesos reactivos que se han
asociado a la enfermedad, como respuesta inflamatoria (Wyss-Coray and Mucke, 2002; Wyss-
Coray, 2006) y estrés oxidativo (Markesbery, 1997; Beal, 2005), comprometen la funcién sinap-
tica provocando la pérdida de sinapsis (DeKosky and Scheff, 1990; Terry et al., 1991; Koffie et
al,, 2011) y, en dltima instancia, la muerte neuronal, siendo la atrofia cortical bilateral del 16bu-
lo temporal medial otra marca caracteristica de la AD en sus fases mas avanzadas (Duyckaerts
et al.,, 1985; Dickerson et al., 2009). Dicha pérdida de sinapsis correlaciona mejor con el declive
cognitivo que la acumulacién de AP (Gomez-Isla et al,, 1997; Giannakopoulos et al., 2003; In-
gelsson et al., 2004) o incluso la presencia de NFTs (Terry et al,, 1991; Gomez-Isla et al., 1997),
indicando que es un factor decisivo en las alteraciones cognitivas que tienen lugar durante la
AD (DeKosky and Scheff, 1990; Clare et al., 2010). Sin embargo, los déficits cognitivos comien-
zan al menos una década antes de que se produzca una pérdida severa de sinapsis y neuronas
(Bateman etal, 2012; Jack et al., 2013), sugiriendo que, al menos en sus etapas iniciales, dichos
déficits podrian estar reflejando disfuncién en lugar de dafos estructurales irreversibles (Da-
vies et al.,, 1987; Small et al,, 2001; Selkoe, 2002; Palop et al., 2006; Koffie et al., 2011). Esta

hipotesis es consistente con el hecho de que los pacientes con demencia presentan notables
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fluctuaciones en sus habilidades cognitivas, a veces a lo largo de un mismo dia, fluctuaciones
que en el caso de la AD estan fundamentalmente relacionadas con las capacidades mnésicas
(Walker et al., 2000b; Walker et al., 2000a; Bradshaw et al., 2004) y que parece improbable se
deban a cambios estructurales (Morrison and Hof, 1997). Por el contrario, es plausible que
dichas fluctuaciones reflejen variaciones en la actividad de las redes neuronales (Palop et al.,
2006). Desde esta perspectiva, se ha considerado que la actividad anormal de red en la AD
constituye un fendmeno emergente que esta reflejando las alteraciones de niveles inferiores
(e.g. subcelular, celular, sinaptico), pero que también podria representar por si misma un me-
canismo patofisiolégico de la enfermedad, provocando los déficits cognitivos que la caracteri-
zan y alterando todavia mas la integridad y funcién de las neuronas y sinapsis que forman parte
de dicha red, por ejemplo mediante una excitacion o inhibicién aberrantes, o mediante respues-
tas compensatorias (Palop et al., 2006; Leonard and McNamara, 2007; Palop et al., 2007; Palop
and Mucke, 2009; Savioz et al,, 2009; Palop and Mucke, 2010a; Verret et al.,, 2012; Palop and
Mucke, 2016).

La sincronizacion de la actividad neuronal es un elemento clave que controla la funcién de
los circuitos y redes neuronales. Las alteraciones espectrales del EEG o MEG que se han descrito
consistentemente en la AD indican un enlentecimiento gradual de la actividad espontanea que
comienza en areas posteriores y se desplaza hacia las anteriores, y que se refleja en un aumento
de potencia en las bandas de baja frecuencia (delta, theta) y una disminucion de potencia, o un
desplazamiento del pico de sincronizacion, en las bandas de alta frecuencia (alpha, beta, gam-
ma) (Dierks et al., 2000; Huang et al., 2000; Fernandez et al., 2002; Babiloni et al., 2004; Lizio et
al, 2011; Fernandez et al., 2012), perturbaciones que también se han asociado a alteraciones
regionales del flujo o metabolismo sanguineo y el deterioro de la funcién cognitiva global (Slo-
an et al,, 1995; Rodriguez et al., 1999; Jeong, 2004). Otra alteracion caracteristica de la AD es la
menor complejidad de la sefial electroencefalogafica, que podria estar reflejando una reduccién
en la transmision de informacién entre areas corticales (Jeong, 2004; Abasolo et al.,, 2006), asi
como la menor coherencia de los ritmos rapidos, que sugiere alteraciones en la conectividad
cortico-cortical (Jelic et al., 1997; Locatelli et al., 1998; Wada et al,, 1998; Adler et al.,, 2003;
Koenig et al., 2005; Stam et al.,, 2009), lo que ha llevado a conceptualizar la AD como un
“sindrome de desconexiéon” (Morrison, 1986; Morrison et al, 1991; Delbeuck et al., 2003;

Knight and Verkhratsky, 2010).
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Los modelos animales que tratan de reproducir los sintomas, lesiones o causas de las en-
fermedades neurodegenerativas han sido de gran utilidad en la comprension de la etiologia y
patofisiologia de la AD aunque, hasta la fecha, no existe ningiin modelo que presente todas las
caracteristicas de la enfermedad. Por ejemplo, los déficits cognitivos y las placas de A estan
presentes en casi todos ellos, pero los NFTs solo se observan cuando los animales expresan la
proteina tau humana, y muy pocos modelos muestran pérdida neuronal. En este sentido, es
mejor considerar a dichos modelos como una herramienta para entender el efecto que tienen
sobre la funcién cerebral algunos genes y proteinas que se han asociado a la AD (Hall and Ro-
berson, 2012).

La AD tiene dos formas de presentacion. La AD de inicio temprano o familiar (FAD, del inglés
familial Alzheimer’s disease), que se expresa antes de los 65 afios de edad y es la menos comun,
y la AD de inicio tardio asociada a la edad avanzada, también denominada esporadica (SAD, del
inglés sporadic Alzheimer’s disease), que se presenta mas tarde de los 65 afos y representa la
mayoria de los casos de AD (Harvey et al.,, 2003). La FAD estd asociada a mutaciones en los
genes que codifican la APP o las proteinas presinilinas PS1 o PS2, el subcomponente del com-
plejo enzimatico y-secretasa que se encarga del corte proteolitico de APP. Todas estas mutacio-
nes causan un incremento en el agregado y/o produccion de Af, o un incremento de la produc-
cion del péptido A4z en detrimento del A4, que es mas toxico y tiene mayor tendencia agre-
garse (Borchelt et al,, 1996; Steiner et al.,, 1999). Por el contrario, la causa de la SAD es de origen
multifactorial, y no esta asociada a mutaciones autosémicas dominantes, si bien existen algunos
factores genéticos que aumentan la probabilidad de padecerla, como la presencia del polimor-
fismo €4 en el gen APOE, que tiende a producir acumulacién amiloide (Verghese et al., 2011).

La hipdtesis dominante es que FAD y SAD manifiestan la misma enfermedad pero con distin-
tas causas subyacentes, genética en el caso de la primera y desconocida/multifactorial en el
caso de la segunda, aunque ambas tienen un componente relacionado con el envejecimiento.
Puesto que ambas formas de la enfermedad presentan notables similitudes en cuanto a sus
sintomas y patologia, la mayoria de modelos usados para el estudio de la AD se basan en la
sobreexpresion de los genes asociados a la FAD (Hall and Roberson, 2012). A lo largo de esta
tesis se han usado dos modelos de la AD ampliamente utilizados y que albergan mutaciones en
APP, PS1 y tau, asi como un modelo espontdneo de envejecimiento prematuro, que se ha suge-
rido podria representar mejor que otros modelos la complejidad y naturaleza multifactorial de

la AD, especialmente la SAD (Pallas et al., 2008; Morley et al., 2012; Cheng et al., 2014).

35



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
1. Introduccién

36

1.3.1.1. El modelo transgénico 3xTg-AD

El modelo triple transgénico 3xTg-AD fue creado por ingenieria genética en la Uni-
versidad de California, mediante la introduccién de los transgenes mutantes APPSwe y
TauP301L dentro de la linea germinal de un ratén que albergaba el transgén mutante
PS1/M146V (Oddo et al., 2003a; Oddo et al., 2003b). El ratén 3xTg-AD es uno de los me-
jores modelos de la FAD que existen en la actualidad, pues desarrolla patologia amiloide
y tau de manera progresiva, con un perfil temporal y espacial que se parece al desarrollo
patoldgico que presentan los humanos con AD (Oddo et al., 2003a; Oddo et al., 2003b;
LaFerla and Oddo, 2005), asi como déficits conductuales y cognitivos que aparecen y se

acentdan con la edad (Gimenez-Llort et al., 2007).

Alos 7 meses de edad puede detectarse la acumulacién intracelular de Af en la cor-
teza -especialmente la corteza prefrontal-, el area CA1 hipocampal y la amigdala de los
animales 3xTg-AD, que ademas presentan una transmision sinaptica basal alterada, asi
como déficits de potenciacién sindptica a largo plazo (LTP, del inglés long-term potentia-
ton) (Oddo et al., 2003b). La coordinaciéon del disparo de las células de lugar por parte
del ritmo theta hipocampal se encuentra afectada a los 8 meses de edad, y la sincroniza-
cién a gamma en el area CA1 reducida (Mably et al., 2017). Asimismo, la complejidad de
estas oscilaciones hipocampales es menor en los animales 3xTg-AD que en los controles
(Akay et al., 2009). A nivel comportamental, estos cambios resultan en una adquisicién
deficiente del miedo condicionado, una peor retencidn en tareas de navegacion espacial
(Billings et al., 2005), y una peor ejecucion en la tarea de reconocimiento de objetos (Fi-
lali et al., 2012). A los 20 meses de edad, las placas de AB pueden detectarse en el area
CA1l y alo largo de toda la corteza, especialmente en las capas IV y V de la corteza pre-
frontal. En este estado avanzado de la enfermedad, los NFTs también son evidentes en el
hipocampo y la corteza (Oddo et al,, 2003b; Sy et al,, 2011), y se ha producido una pérdi-
da considerable de espinas dendriticas (Bittner et al., 2010), asi como una reduccion sig-
nificativa del metabolismo cerebral en regiones corticales, subcorticales, cerebelosas y

del tronco del encéfalo (Nicholson et al.,, 2010).

Las alteraciones anteriormente descritas sugieren que la red cortical del modelo

3xTg-AD podria presentar patrones ritmicos de actividad alterados, que hasta la fecha no
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han sido descritos en la neocorteza de estos animales. A lo largo de esta tesis se ha lleva-
do a cabo una caracterizacion detallada de las oscilaciones lentas corticales en el modelo
3xTg-AD a los 7 y 20 meses de edad, comparandolas con las oscilaciones lentas de ani-
males control con el mismo fondo genético hibrido 129/C57BL6. Con el fin de evaluar la
evolucion de los parametros de la oscilacion lenta durante el envejecimiento no patolé-

gico, los animales control fueron registrados también a los 3 y 14 meses de edad.

1.3.1.2. El modelo de envejecimiento acelerado SAMP8

El modelo SAMP8 (Senescence-Accelerated Mouse Prone 8) fue creado en la Universi-
dad de Kyoto por el Dr. Takeda y colaboradores, a partir de la seleccién fenotipica de un
grupo de animales de la cepa AKR/] que, de manera espontdnea, presentaba signos pro-
pios de un proceso de envejecimiento acelerado (Takeda et al., 1981; Takeda, 1999,
2009). Mediante el cruce entre hermanos, se estableci6 una serie de animales que man-
tenian estos rasgos a lo largo de sucesivas generaciones (serie P), mientras que la serie R
(resistente) se establecié mediante el cruce de individuos con un envejecimiento aparen-
temente normal. Diferentes lineas de ratones P y R fueron creadas en base a sus fenoti-
pos patolédgicos y su longevidad. En concreto, el modelo SAMP8 presenta envejecimiento
acelerado -con un acortamiento significativo de la esperanza de vida- y alteraciones
neurodegenerativas que se parecen a las que se observan en la AD, con una baja inciden-
cia de otros fenotipos patolégicos asociados al envejecimiento (Morley, 2002; Morley et
al,, 2012; Pallas, 2012). Por el contrario, los ratones SAMR1 presentan un patrén de en-
vejecimiento normal y son usados habitualmente como grupo control (Takeda, 1999).
Dada la naturaleza multifactorial de la SAD, se ha sugerido que el modelo SAMP8 podria
representar mejor que otros modelos la complejidad de la AD (Pallas et al., 2008; Morley

etal, 2012; Cheng et al,, 2014).

Numerosas alteraciones que estan descritas en el modelo SAMP8 sugieren que su red
cortical podria presentar patrones anormales de actividad (Cheng et al., 2014), patrones
que hasta el momento no han sido descritos en este modelo. Estas alteraciones incluyen

plasticidad sinaptica alterada en rodajas de animales recién nacidos (Yang et al., 2004) y,
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a los 3-4 meses de edad, astrogliosis hipocampal (Yagi et al, 1989), acumulacién del
péptido AB4o (del Valle et al,, 2011) y tau fosforilada (Tajes et al., 2008). A los 5-6 meses
de edad se han descrito microgliosis, pérdida de neuronas y la presencia de NFTs (Sure-
da et al,, 2006), asi como una reduccién de la densidad de espinas dendriticas en las neu-
ronas piramidales del hipocampo (del Valle et al., 2012). A los 6 meses, los animales
SAMPS8 presentan una ejecucion deficiente en varias tareas cognitivas, que indican una
funcién hipocampal anémala (Chen et al,, 2004; Orejana et al., 2012), una disrupcién de
la comunicacién entre la amigdala y la corteza prefrontal (Ohta et al., 2001), y una me-

moria declarativa -dependiente de la corteza- alterada (Lopez-Ramos et al., 2012).

Alo largo de esta tesis se ha llevado a cabo una caracterizacion detallada de las osci-
laciones lentas corticales en el modelo SAMP8 y su control, SAMR1, a los 5 y 7 meses de
edad. Puesto que el ejercicio fisico voluntario ha demostrado atenuar varias caracteristi-
cas fenotipicas relacionadas con el envejecimiento prematuro en ratones SAMP8 (Alva-
rez-Lopez et al,, 2013; Cosin-Tomas et al,, 2014; Sanchez-Roige et al,, 2014; Bayod et al,,
2015b), también se llevé a cabo un protocolo de ejercicio fisico voluntario en los anima-
les de 7 meses, con el objetivo de evaluar la sensibilidad de los parametros de la activi-

dad de onda lenta a dicha intervencion.

1.3.1.3. El modelo transgénico APP/PS1

Los modelos doble transgénico que albergan los transgenes APP y PS1 son uno de los
métodos mas aceptados para obtener una rapida y abundante deposicién amiloide. De
entre ellos, el APPsye/PS1dE9 es uno de los modelos de AD mas utilizados (Li et al,,
2015). Los modelos transgénicos con mutaciéon en APP sobreproducen AP, cuya deposi-
cion es similar pero no idéntica a las placas de A en el humano, mientras que las muta-
ciones en PS1 no causan deposiciéon amiloide por si solas, pero aumentan la produccién
del péptido AB4, en detrimento del AB4o, considerandose que la primera isoforma es mas
neurotéxica y tiene mayor tendencia a formar agregados (Holcomb et al., 1998; Jan-

kowsky et al., 2004).
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El modelo APP/PS1 presenta deposicion extracelular de Af en la corteza a los 2-3
meses de edad (de la Torre, 2008; Sikora et al., 2010), junto con alteraciones en la LTP
hipocampal (Volianskis et al., 2010). A los 6-8 meses, la deposicién amiloide puede en-
contrarse también en el hipocampo (Végh et al,, 2014; Janus et al., 2015), y las alteracio-
nes conductuales y cognitivas son evidentes (Kilgore et al., 2010; D'Amelio et al., 2011;
Montarolo et al., 2013). A los 8 meses, las placas de Af3 son abundantes en el hipocampo
y la corteza cerebral (Jankowsky et al., 2004), y su acumulacion se estabiliza alrededor
de los 12 meses de edad (Garcia-Alloza et al., 2006), momento en el se produce una
pérdida moderada de las neuronas adyacentes a dichas placas (Krauthausen et al., 2015;

Jackson et al., 2016).

Aunque se han descrito agregados granulares del péptido AB42 v ABaso en los ratones
SAMP8 (Takemura et al.,, 1993; Takeda, 1999; Manich et al., 2011; Cheng et al., 2014), di-
chos agregados se han reportado principalmente en el hipocampo (Morley et al., 2000;
Del Valle et al,, 2010), y no conforman placas de AP hasta los 18 meses de edad (Pallas et
al,, 2008). Por otro lado, en el modelo 3xTg-AD se han descrito depésitos extracelulares
de AB en sus formas insolubles a partir de los 15 meses de edad (Oddo et al., 2003a; Od-
do et al., 2003b; LaFerla and Oddo, 2005; Oddo et al., 2006) pero, al realizar resonancias
magnéticas en los animales control y 3xTg de 20 meses, hallamos escasa evidencia de
deposicién amiloide. Por ello, y con el objetivo de estudiar la actividad de onda lenta que
tiene lugar cerca de las placas de Af, se realizé una caracterizacion de dicha actividad en
la corteza cerebral del modelo de amiloidosis APP/PS1 a los 8-9 meses de edad, compa-
rando los parametros de la actividad oscilatoria que habia sido registrada en la vecindad

de una placa de Af con la que habia sido registrada lejos de ella.

1.3.2. El Sindrome X Fragil

El Sindrome X Fragil (FXS, del inglés Fragile X Syndrome) es la causa hereditaria mas comun

de discapacidad intelectual (Penagarikano et al., 2007; Hagerman et al,, 2009) y también la

causa monogénica mas comun de autismo (Rogers et al., 2001; Clifford et al., 2007), y esta pro-

vocado por una mutacion en el gen FMR1 (del inglés Fragile X mental retardation 1 gene) que

39



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
1. Introduccién

tiene como consecuencia su silenciamiento, llevando a la ausencia de expresion de la proteina
FMRP (del inglés Fragile X mental retardation protein) (Verkerk et al., 1991). FMRP es una pro-
teina de unién al acido ribonucleico mensajero que se expresa en un gran numero de tejidos
pero es especialmente abundante en el cerebro (Devys et al., 1993; Tamanini et al.,, 1997; Mi-
yashiro et al., 2003), donde se encuentra a nivel pre y postsinaptico e interviene en la traduc-
cién de varias proteinas involucradas en el desarrollo axonal (Antar et al., 2006), la liberacion
de neurotransmisores o la plasticidad sindptica (Brown et al., 2001; Liao et al., 2008; Schutt et
al,, 2009; Darnell et al,, 2011), sugiriendo que la funcién sinaptica alterada y los defectos de

maduracion podrian ser capitales en el FXS (Gatto and Broadie, 2010).

Debido a su herencia ligada al cromosoma X, el fenotipo del FXS es heterogéneo y varia con-
siderablemente entre sexos (Chonchaiya et al., 2009; McLennan et al.,, 2011), siendo mas leve
en las mujeres debido a la compensacién que ejerce el segundo cromosoma X no afectado por la
mutacion (Mazzocco, 2000; Hartley et al., 2011). Este fenotipo se caracteriza por la presencia
de déficits cognitivos, que en algunos casos pueden ser lo suficientemente profundos como para
cumplir el criterio de discapacidad intelectual, junto con un amplio rango de trastornos neu-
ropsiquiatricos (Santos et al., 2014), que incluyen déficit de atencién con hiperactividad (Sulli-
van et al, 2006), hipersensibilidad a todas las modalidades sensoriales (Miller et al., 1999;
Hagerman and Hagerman, 2002) y manifestaciones conductuales propias de un desorden del
espectro autista, tales como ansiedad social, evitaciéon de la mirada, retraso en el desarrollo del
lenguaje y conductas estereotipadas (Belmonte and Bourgeron, 2006; Clifford et al., 2007). Los
pacientes con FXS también presentan una alta incidencia de crisis epilépticas (Musumeci et al.,
1999; Berry-Kravis, 2002; Berry-Kravis et al., 2010), y anormalidades en el EEG que sugieren
alteraciones en el circuito cortical relacionadas con un desbalance entre la transmision excita-
toria e inhibitoria (Rubenstein and Merzenich, 2003; Belmonte and Bourgeron, 2006). Ademas
de los sintomas cognitivos y conductuales asociados al sindrome, los pacientes con FXS presen-
tan unos rasgos fisicos caracteristicos, como rostro alargado, orejas prominentes, macroorqui-
dismo -o tamafio aumentado de los testiculos-, pies planos, paladar arqueado, hipotonia mus-
cular o articulaciones hiperextensibles (Hagerman, 1997; Lachiewicz et al., 2000; Guruju et al.,

2009).

A nivel estructural, varios estudios han descrito una mayor densidad de espinas dendriticas

en pacientes con FXS, asi como la presencia de espinas inmaduras, con una morfologia y longi-
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tud anormales (Rudelli et al., 1985; Hinton et al., 1991; Irwin et al.,, 2001; Hutsler and Zhang,
2010), que son caracteristicas de etapas tempranas del desarrollo o de la ausencia de experien-
cia sensorial, sugiriendo que en el FXS se produce un fallo en la maduracién normal de las espi-
nas dendriticas y/o en la poda sinaptica que tiene lugar durante el desarrollo (Irwin et al.,
2001; Churchill et al., 2002). La densidad de espinas dendriticas correlaciona con los déficits
cognitivos en estos pacientes, en los que una mayor discapacidad intelectual se asocia a una
mayor densidad de espinas, apoyando la hipétesis de que esta alteracién podria ser la causa de

los déficits cognitivos que estan presentes en el FXS (Hutsler and Zhang, 2010).

Con el objetivo de lograr una mayor comprensiéon de cémo la pérdida de FMR1 y FMRP con-
tribuyen a la sintomatologia del FXS, se han creado varios modelos de la enfermedad (Bakker
and Oostra, 2003). De entre ellos, el modelo murino Fmr1 knockout (KO, silenciamiento del gen
Fmr1) es uno de los mejor caracterizados (Bakker et al., 1994; Oostra and Hoogeveen, 1997;

Kazdoba et al., 2014).

1.3.2.1. El modelo transgénico FmriKO

El modelo transgénico Fmr1KO fue creado por el Dutch-Belgian Fragile X Consorthium
mediante la inactivacion del gen murino Fmr1 en animales con fondo genético C57BL/6],
posteriormente cruzados con la cepa FVB/N (Bakker et al.,, 1994). Por razones atn des-
conocidas, se ha observado que el silenciamiento del gen FMR1 es parcial en los huma-
nos con FXS (Kaufmann et al., 1999; Tassone et al.,, 2000). Aunque el silenciamiento del
gen es total en el ratéon FmriKO, se considera un modelo adecuado para estudiar las im-
plicaciones de la pérdida de expresién de FMR1 y FMRP, y un buen modelo del sindrome,

dadas las numerosas similitudes que comparte con los humanos que padecen el FXS.

El modelo FmriKO presenta macroorquidismo y una mayor densidad de espinas
dendriticas, inmaduras y con morfologia alterada, en la corteza y el hipocampo (Bakker
et al,, 1994; Comery et al., 1997; Mineur et al,, 2002; McKinney et al., 2005; Grossman et
al., 2006). A nivel conductual y cognitivo, se han descrito hiperactividad (Bakker et al,,

1994; Peier et al., 2000; Mineur et al.,, 2002), conductas estereotipadas (Spencer et al.,
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2011), alteraciones de la conducta social (McNaughton et al,, 2008; Moy et al,, 2009) e
hiperresponsividad a estimulos auditivos (Chen and Toth, 2001), asi como déficits de
memoria y aprendizaje (Bakker et al., 1994; D'Hooge et al., 1997; Paradee et al,, 1999;
Van Dam et al, 2000; Hayashi et al., 2007; Bhattacharya et al., 2012; Michalon et al,,
2012; Busquets-Garcia et al., 2013). Asimismo, el modelo FmriKO tiene una marcada
tendencia a sufrir convulsiones audiogénicas (Musumeci et al., 1999; Chen and Toth,
2001), lo que podria estar relacionado con el alto grado de sincronia e hiperexcitabilidad

que presenta su red cortical (Gongalves et al., 2013).

La transmision sinaptica alterada es otra caracteristica del modelo (Sidorov et al,,
2013). Mientras que la LTP se ha encontrado afectada en algunos estudios (Lauterborn
et al, 2007; Lee et al, 2011) pero no en otros (Godfraind et al., 1996; Paradee et al,,
1999; Auerbach and Bear, 2010), la regulacién al alza de la depresién sinaptica a largo
plazo (LTD, del inglés long-term synaptic depresion) dependiente de la activacién de los
receptores metabotropicos de glutamato (mGLuR) ha sido reportada de manera consis-
tente (Huber et al., 2002; Zhang et al., 2009), lo que ha dado lugar a la hipédtesis de que
muchos de los sintomas neuroldgicos y psiquiatricos del FXS estdn provocados por una
actividad excesiva de estos receptores (Bear et al,, 2004). De hecho, el bloqueo de los re-
ceptores mGluR5 normaliza aspectos fenotipicos clave de la enfermedad, como los défi-
cits cognitivos, el aumento de la LTD en el hipocampo, las convulsiones audiogénicas o la
densidad aberrante de espinas dendriticas (Yan et al., 2005; Doélen et al., 2007; Meredith
etal, 2011; Michalon et al., 2012; Michalon et al., 2014).

El aumento de la actividad de los receptores mGLuR5 también se ha relacionado con
la hiperexcitabilidad que presenta la red cortical de los ratones Fmr1KO (Chuang et al,,
2005; Hays et al,, 2011), hiperexcitablidad a la que adicionalmente contribuye una sefia-
lizacion GABAérgica deficiente (D'Hulst and Kooy, 2007; Pacey et al., 2009; Levenga et
al.,, 2010; Paluszkiewicz et al., 2011a; Paluszkiewicz et al., 2011b; Henderson et al.,
2012), y a la alteracién de la LTD mediada por endocannabinoides (Zhang and Alger,
2010; Jung et al., 2012), que son sintetizados en respuesta a la activacién postsinaptica
de los receptores mGluR5 (Varma et al., 2001); coherentemente, el bloqueo farmacolégi-
co y genético del receptor cannabinoide CB1 restaura algunas de las principales altera-

ciones que presenta el modelo Fmr1KO, como los déficits cognitivos, su propensién a su-
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frir crisis epilépticas o la morfologia alterada de sus espinas dendriticas (Busquets-

Garcia et al,, 2013; Busquets-Garcia et al., 2014; Gomis-Gonzalez et al., 2016).

Las alteraciones a nivel celular, sindptico y cognitivo que se han descrito en el modelo
Fmri1KO, junto con su marcada tendencia sufrir crisis epilépticas, sugieren que podria
presentar una actividad anormal de red. Esta actividad de red se ha evaluado en varios
trabajos usando como paradigma la SO, reportando alteraciones consistentes con un cir-
cuito cortical hiperexcitable y un desbalance entre la transmisién excitatoria e inhibito-
ria en los ratones Fmr1KO (Gibson et al,, 2008; Hays et al., 2011; Gongalves et al., 2013;
Westmark et al., 2016). Sin embargo, estos trabajos se han efectuado en la corteza soma-
tosensorial de animales en periodo de desarrollo, y no han realizado una caracterizacion
detallada de otras areas corticales y parametros de la SO en animales Fmr1KO adultos,
caracterizacion que se ha llevado a cabo a lo largo de esta tesis. Puesto que se han descri-
to diferencias en el fenotipo de los animales Fmr1KO dependiendo de su fondo genético
(Paradee et al., 1999; Dobkin et al., 2000; Spencer et al., 2011), la caracterizacién de la
SO se ha realizado en animales Fmr1KO con los fondos C57BL/6] y FVB.129. Asimismo,
se ha evaluado el potencial de la subexpresion del receptor cannabinoide CB1 para res-
taurar las alteraciones de red presentes en los animales Fmr1KO, tratamiento que ya ha
demostrado efectos beneficiosos sobre varios de los sintomas principales de la enferme-
dad en dicho modelo (Busquets-Garcia et al., 2013; Busquets-Garcia et al., 2014; Gomis-
Gonzalez et al,, 2016).
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2. HIPOTESIS

Hipétesis 1. La red cortical de los modelos murinos de la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-
AD y SAMP8, y del modelo del Sindrome X Fragil Fmr1KO, presentara patrones alterados de

actividad espontanea en relacién a los animales control.

Hipotesis 2. La alteracion de los patrones de actividad de la red cortical puede ser identifi-
cada mediante el estudio de la oscilacion lenta, cuyos parametros en los modelos 3xTg-AD,

SAMP8 y FmriKO presentaran diferencias en relacion a los animales control.

Hipotesis 3. Los modelos de la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD y SAMP8 presentaran al-

teraciones similares, y diferentes a las del modelo del Sindrome X Fragil Fmr1KO.

Hipétesis 4. La realizacion de ejercicio fisico modificara los parametros de la oscilacién len-

ta en el modelo SAMP8 y su control, SAMR1.

Hipotesis 5. La subexpresion del receptor cannabinoide CB1 modificara los parametros de
la oscilacién lenta en los animales Fmr1KO, rescatando las diferencias entre estos y los ani-

males control.

Hipétesis 6. La actividad de onda lenta que tiene lugar cerca de las placas extracelulares del
péptido B-amiloide en el modelo de amiloidosis APP/PS1 sera distinta de la que tiene lugar

lejos de ellas.

Hipétesis 7. La caracterizacion de la oscilacion lenta cortical permitirad obtener un fenotipo
de red en los modelos 3xTg-AD, SAMP8 y Fmr1KO que podra ser contrastado con el que esta
presente en humanos, y aportara indicios sobre los mecanismos que subyacen a la actividad

de red alterada.

45






Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
3. Objetivos

3. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar las propiedades que presenta la oscilacion
lenta cortical en modelos murinos de enfermedades en las que convergen alteraciones a nivel
celular y sinaptico junto con déficits cognitivos, comparandolas con las propiedades que pre-
senta en los animales control, asi como evaluar qué parametros de la actividad de onda lenta
son modulados por intervenciones que han mostrado efectos beneficiosos en dichos modelos.
Esta caracterizacidn de la funcién cortical debe ser relevante para obtener un fenotipo de red
en estos modelos, que puede ser contrastado con el que esta presente en humanos, pero tam-
bién puede aportar indicios sobre los mecanismos que subyacen a la actividad de red alterada,
que podria estar causando los déficits cognitivos caracteristicos de dichas enfermedades,

guiando potenciales intervenciones orientadas a la restauracién de la actividad normal.

Objetivo 1. Describir y caracterizar la actividad de onda lenta en diferentes areas corticales
de animales control del modelo 3xTg-AD a los 3, 7, 14 y 20 meses de edad, determinando

cuadl es la evolucion de los parametros estudiados durante el envejecimiento no patolégico.

Objetivo 2. Describir y caracterizar la actividad de onda lenta en diferentes areas corticales
del modelo de la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD a los 7 y los 20 meses de edad, com-

parandola con la de los animales control.

Objetivo 3. Describir y caracterizar la actividad de onda lenta en diferentes areas corticales
del modelo de envejecimiento prematuro SAMP8 a los 5 y los 7 meses de edad, comparan-

dola con la de los animales control, SAMR1.

Objetivo 3.1. Determinar qué parametros de la actividad de onda lenta son modulados
por la realizacién de ejercicio fisico voluntario en animales SAMP8 de 7 meses de edad y

sus controles.

Objetivo 4. Describir y caracterizar la actividad de onda lenta que tiene lugar cerca de las
placas de 3-amiloide en el modelo de amiloidosis APP/PS1, comparandola con la que tiene

lugar lejos de ellas.

47



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
3. Objetivos

Objetivo 5. Describir y caracterizar la actividad de onda lenta en diferentes areas corticales

del modelo del Sindrome X Fragil Fmr1KO, comparandola con la de los animales control.

Objetivo 5.1. Determinar qué pardmetros de la actividad de onda lenta son modulados

por la subexpresién del receptor cannabinoide CB1 en animales Fmr1KO y sus controles.

Objetivo 5.2. Determinar la influencia del fondo genético en la modulacién de los parame-
tros de la actividad de onda lenta en el modelo Fmr1KO y su control, comparando los fon-

dos C57BL6] y FVB.129.

Objetivo 6. Determinar si existen alteraciones de la actividad de onda lenta comunes a los
dos modelos de la Enfermedad de Alzheimer caracterizados, y si dichas alteraciones son dis-

tintas de las que presenta el modelo del Sindrome X Fragil Fmr1KO.
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4. METODOS

Animales. Todos los animales usados a lo largo de esta tesis fueron cuidados y tratados
conforme a las leyes regulatorias Espafolas (BOE 256; 25-10-1990), que a su vez cumplen con
las directrices de la Unién Europea sobre protecciéon de vertebrados empleados en la experi-
mentacion cientifica (Estrasburgo 3/18/1986). Los experimentos realizados fueron aprobados
por el Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de la Universitat de Barcelona (Barcelo-
na, Espafa). Los ratones fueron mantenidos en condiciones estandarizadas (temperatura de la
habitacién 23+1°C, 12:12-h de ciclo luz-oscuridad, luces encendidas a las 08:00-h), con comida

(A04, Envigo, Espafia) y agua disponibles ad libitum durante todo el estudio.

3xTg-AD. Se usaron ratones 3xTg-AD (transgenes PS1/M146V, APPsy. y TauP301L) y
sus controles (Wt) con el mismo fondo genético hibrido (129/C57BL6), de ambos sexos,
procedentes de las colonias establecidas en la Universitat Autonoma de Barcelona (Bellate-
rra, Espafia) y la Facultad de Medicina de la Universitat de Barcelona (Barcelona, Espafia),
cedidos por las Dras. Lydia Giménez-Llort y Coral Sanfeliu, respectivamente. Los ratones
3xTg-AD fueron registrados a los 7 meses (n=18) y a los 20 meses de edad (n=5). Los rato-
nes control fueron registrados a los 3 meses (n=10), 7 meses (n=14), 14 meses (n=14) y 20

meses de edad (n=8).

APP/PS1. Se usaron ratones macho APP-PS1 (transgenes APPsy. y PS1dE9) de 8-9.5 me-
ses de edad (n=5), procedentes de la colonia establecida en la Facultad de Medicina de la

Universitat de Barcelona (Barcelona, Espafia) y cedidos por la Dra. Anna Colell.

SAMPS. Se usaron ratones hembra SAMP8 y sus controles (SAMR1) con fondo genético
AKR/] de 5 meses (SAMP8 n=7; SAMR1 n=3) y 7 meses de edad (SAMP8 n=17; SAMR1
n=17), procedentes de la colonia establecida en la Universitat de Barcelona (Barcelona, Es-

pafia) y cedidos por las Dras. Rosa Escorihuela y Mercé Pallas.

Fmri1KO. Se usaron ratones macho Fmr1 knockout (KO, silenciamiento del gen Fmr1) y
control (Wt) de 5 meses de edad con los fondos genéticos C57BL/6] y FVB.129
(Fmr1KO_C57 n=10; FmriKO_FVB n=6; FmriWt_C57 n=8; Fmr1Wt_FVB n=9), y ratones
Fmr1KO y control con fondo genético C57BL/6] heterocigotos para el receptor cannabinoide

CB1 (FmriKO_HzCB1 n=8; Fmr1Wt_HzCB1 n=8), procedentes de la colonia establecida en el
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Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB) (Barcelona, Espafia) y cedidos por el Dr.

Andrés Ozaita.

Identificacion del tracto del electrodo y de las placas de B-amiloide en el modelo
APP/PS1. La identificacién del tracto del electrodo de registro y de las placas de [-amiloide
(AB) en el modelo APP/PS1 se realizé con el objetivo de estudiar la actividad de onda lenta que
tiene lugar cerca de dichas placas. Para ello, el electrodo fue sumergido en el coloran-
te fluorescente lipofilico Dil (Invitrogen) antes de llevar a cabo los registros extracelulares. En
cada uno de los 5 animales registrados se llevaron a cabo varias penetraciones con el electrodo
a lo largo de los ejes anteroposterior y lateral. Al finalizar el registro los cerebros fueron per-
fundidos, extraidos y fijados durante 4 h a 4°C, y luego crioprotegidos por inmersion en un 30%
de sacarosa hasta que se hundieron. Posteriormente, Guillermo Aparicio-Torres y el Dr. Alberto
Muiioz, en laboratorio del Dr. Javier de Felipe Oroquieta del Instituto Cajal (CSIC) (Madrid, Es-
paiia), procedieron a congelar en hielo seco los cerebros y luego a cortarlos en plano coronal
mediante un micrétomo deslizante de congelacion. Para revelar la presencia de placas de A se
realizaron secciones seriales (50um), que fueron tefiidas durante 10 minutos en una solucién
de thioflavin-S al 1%, aclaradas con agua destilada, aclaradas posteriormente 3 veces con eta-
nol al 100%, 75% y 50% y, por ultimo, aclaradas con tampodn fosfato. Las secciones fueron lue-
go tefiidas con el colorante fluorescente DAPI para revelar los limites entre las capas corticales
y las areas citoarquitectonicas. Después de la tincidn, las secciones se montaron con el reactivo
ProLong Gold Antifade (Invitrogen) y fueron examinadas en un microscopio de fluorescencia
(Zeiss 710). La fluorescencia para DAPI, Dil y thioflavin-S de todas las secciones seriales se
registré por medio de canales separados con una lente de 10x. Se usé el programa ZEN 2012
(Zeiss) para combinar las imagenes registradas a través de los diferentes canales, con el fin de
estudiar la relacion espacial entre los tractos del electrodo y las placas de A, seleccionando asi
los registros en los que la punta del electrodo colocaliz6 con una placa de A (n=35) y aquellos

en los que no (n=98).

Protocolo de ejercicio voluntario en el modelo SAMP8. Con el fin de evaluar el efecto del
ejercicio fisico sobre los parametros de la actividad de onda lenta en el modelo SAMP8 y su
control, SAMR1, se llevd a cabo un protocolo de ejercicio fisico voluntario en colaboracién con
la Dra. Rosa Escorihuela de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) (Barcelona, Espafia). La

mitad de los animales SAMP8 y SAMR1 de 7 meses de edad (SAMP8 n=8; SAMR1 n=9) tuvieron
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la oportunidad de realizar ejercicio fisico de manera voluntaria en una rueda de correr durante
8 semanas consecutivas, antes de que se llevaran a cabo los registros extracelulares. Las ruedas
de correr (ENV-044 Mouse Low-Profile Wireless Running Wheel, Med Associates; 15.5 cm de
circunferencia; 25° de inclinacién en relacién al plano horizontal) se colocaron dentro de jaulas
(19 cm de alto x 27 cm de ancho x 40 cm de profundidad) ubicadas en la habitacion de la colo-
nia, y la actividad fisica fue monitorizada por medio de un sistema de transmisién inaldmbrico,
usando un Hub ubicado en la misma habitacién. Se contabilizé una revolucién cada vez que un
iman pegado al eje de la rueda hizo contacto con un interruptor electrénico, que envi6 una se-
fal al Hub. La actividad y hora de cada revolucion de la rueda se registré mediante un programa
de adquisicién de datos (SOF-860; Med Associates). Aunque las revoluciones fueron contabili-
zadas de manera continua, el ejercicio voluntario ocurrié fundamentalmente durante la fase
oscura del ciclo luz-oscuridad. Los animales que corrieron se alojaron individualmente en las
jaulas y tuvieron acceso ilimitado a la rueda durante 7 dias a la semana a lo largo de 8 semanas,
mientras que el resto de animales control (SAMP8 y SAMR1) se alojo en jaulas individuales sin
acceso a una rueda de correr. Los registros extracelulares se realizaron a lo largo de los 9 dias
posteriores a la finalizacién del protocolo de ejercicio voluntario, registrandose un animal

SAMP8 y un animal SAMR1 cada dia.

Expresion hipocampal de Bdnf y Neuritin en el modelo SAMP8. Con el fin de evaluar la
efectividad del protocolo de ejercicio voluntario llevado a cabo en los ratones SAMP8 y sus
controles, SAMR1, se procedid a cuantificar la expresion hipocampal de Neuritin y el Factor
neurotrofico derivado del cerebro (Bdnf, del inglés brain-derived neurotrophic factor) en los
ratones sedentarios y los ratones ejercitados. Esta cuantificacién fue realizada por la Dra. Maria
Jests Alvarez Lopez en el laboratorio de la Dra. Perla Kaliman del Institut d’investigacions
Biomeédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS) (Barcelona, Espafia). Al finalizar los registros extrace-
lulares los animales (SAMP8_sedentario n=6; SAMR1_sedentario n=6; SAMP8_ejercitado n=7;
SAMR1 _ejercitado n=6) fueron decapitados y los cerebros diseccionados en hielo, obteniendo
asi los hipocampos, que fueron inmediatamente congelados y almacenados a -80°C para su
analisis posterior. El 4cido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic acid) total fue extraido de
los hipocampos congelados por medio de un kit de aislamiento de RNA (mirVana, Applied Bio-
systems), siguiendo las instrucciones del fabricante. El rendimiento, pureza y calidad del RNA
fue determinado por medio de espectrofotometria (NanoDrop) y electroforesis capilar (Bioana-

lyzer 2100). Se seleccionaron los RNAs con un indice de absorbancia 260/280 y RIN (nimero
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de integridad de RNA) mayor que 1.9 y 7.5, respectivamente. La sintesis de acido desoxirribo-
nucleico complementario (cDNA, del inglés complementary deoxyribonucleic acid) con random
primers se realiz6 a 37°C, empezando por 0.3ug de RNA (High-Capacity cDNA Archive kit, Ap-
plied Biosystems). La expresion génica fue medida en un sistema de PCR a tiempo real (ABI
Prism 7900HT) por medio de reactivos especificos (TagMan FAM-labeled, Applied Biosystems).
Los resultados se normalizaron por la expresion del gen de mantenimiento Thp, que presenta

muy poca variabilidad entre muestras.

Registros extracelulares in vivo. El potencial de campo local (LFP, del inglés local field po-
tential) fue registrado bajo anestesia profunda. La anestesia fue inducida por medio de una
inyeccion intraperitoneal de ketamina (100 mg/Kg) y medetomidina (1.3 mg/Kg), y se admi-
nistro6 atropina (0.3 mg/Kg) y metilprednisolona (30 mg/Kg) por via subcutanea para prevenir
las secreciones respiratorias y la inflamacion, respectivamente. Posteriormente, se realizé una
traqueotomia al animal con el fin de aumentar la estabilidad durante los registros y mejorar la
ventilacion. Al finalizarla, el ratéon fue colocado en un aparato estereotaxico y un tubo fino de
silicona fue ubicado a 0.5-1 cm de la canula traqueal, mediante el cual se le proporcioné aire
enriquecido con oxigeno durante todo el procedimiento. El nivel de anestesia se mantuvo ad-
ministrando una infusiéon continua de ketamina (40 mg - Kg! - h'1) por via subcutanea (Ruiz-
Mejias et al., 2011), que se inicié pasados los 30 minutos de la dosis de induccién y se mantuvo
durante todo el procedimiento (= 6 h). La temperatura del animal fue controlada mediante
sonda rectal y se mantuvo constante a 37-38°C durante todo el procedimiento. El ritmo cardia-
co se control6 mediante la realizacion de un electrocardiograma y se mantuvo constante a 250-
300 latidos por minuto durante todo el procedimiento. Siguiendo (Paxinos and Franklin, 2008),
se realizaron craneotomias bilaterales en 4 localizaciones (Fig.14, izquierda): AP 2.3 mm desde
bregma, L 0.4 mm (PrL: corteza prelimbica o corteza prefrontal medial); AP 0.5 mm, L. 1.5 mm
(M1: corteza motora primaria); AP -1.5 mm, L 2.5 mm (S1: corteza somatosensorial primaria); y
AP -2.5 mm, L 2.5 mm (V1: corteza visual primaria). Los registros se realizaron en las capas
infragranulares de la corteza (1.1-1.2 mm de profundidad en la corteza PrL, 0.9-1.0 mm en la
corteza M1, 0.7-0.8 mm en la corteza S1 y 0.6-0.7 mm en la corteza V1), mediante electrodos de
tungsteno de 1-2 M() de impedancia. Los registros espontaneos de LFP se obtuvieron de mane-
ra simultdnea en ambos hemisferios para cada area cortical. Aunque el nivel de anestesia se
mantuvo constante durante todo el procedimiento, las dreas corticales fueron registradas de

manera contrabalanceada en cada grupo para evitar efectos sistematicos de la acumulacion de
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anestesia sobre la medida. Para registrar la propagacién espontdnea de la actividad de onda
lenta se utilizaron arrays de 16 electrodos alineados horizontalmente y separados por 100 um
(Neuronexus). El electrodo fue colocado a 1 mm de profundidad y paralelo a la linea media en
las cortezas PrL, M1 y S1 (Fig.14, derecha). En todos los casos la sefial fue amplificada con un
sistema multicanal (Multi Channel Systems), digitalizada a 20 KHz con una tarjeta de adquisi-

cién CED y grabada sin filtros mediante el programa Spike 2 (Cambridge Electronic Design).

Deteccion de los Up y Down states y calculo de los parametros de la oscilacion lenta. El
analisis de datos fue realizado por Lorena Pérez Mendez, la Dra. Maria Pérez Zabalza y Edmond
Geraud en el laboratorio de la Dra. Maria V. Sdnchez Vives del Institut d’investigacions Biomédi-
ques August Pi i Sunyer (IDIBAPS) (Barcelona, Espafia). La deteccion de los Up y Down states
(Fig.1B, trazo rojo) se realizé en base a tres caracteristicas distintivas de la sefial LFP: la de-
flexion de la oscilacién lenta (SO, del inglés slow oscillation), el ritmo gamma y el disparo de la
red local (MUA, del inglés multiunit activity). Estas tres caracteristicas quedan reflejadas en tres
secuencias temporales de datos: la sefial cruda diezmada (Fig.1C), la envolvente de la variancia
de la sefial filtrada a gamma (Mukovski et al,, 2007) (Fig.1D) y la estimacién de la sefial MUA
(Fig.1E), a partir de la potencia de las frecuencias comprendidas entre los 200 y 1500 Hz, en
ventanas de 5 ms (Reig et al,, 2010; Sanchez-Vives et al., 2010; Ruiz-Mejias et al., 2011). Se con-
sidera que el espectro en esta banda de frecuencias es una buena estimacion del disparo de la
poblacion de neuronas, ya que dicho disparo es proporcional a la densidad de los componentes
de Fourier a altas frecuencias (Mattia and Del Giudice, 2002). Los valores de la sefial MUA fue-
ron escalados logaritmicamente para compensar las elevadas fluctuaciones del disparo de las
neuronas que estan muy cerca del electrodo, obteniendo asi la sefial logMUA. Para cada sefial
LFP se obtuvo una secuencia temporal de datos altamente procesada (Fig.1B, trazo verde) re-
sultante de la combinacion lineal de las tres secuencias temporales anteriormente descritas,
utilizando el analisis de componentes principales (PCA, del inglés principal component analysis)
para ponderar la contribucién de cada una de ellas. Puesto que las tres sefiales corresponden a
tres bandas de frecuencia diferentes, este método es muy robusto ante el ruido de color. Los
parametros de la SO fueron calculados para cada uno de los registros bilaterales en las cuatro
areas registradas. Los Up y Down states fueron detectados estableciendo un umbral en esta
secuencia de datos temporal altamente procesada (Fig.1B, trazo rojo). Después de la deteccidn,
se obtuvo la duracién media de los Up y Down states (Fig.1F). La frecuencia de la SO se calculd

como la inversa de la duraciéon media del ciclo Up-Down. El coeficiente de variacion (CV) de la
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frecuencia de la SO se calculé como el cociente entre la desviacion estandar (SD, del inglés stan-
dard deviation) y la media de la frecuencia de la SO. El calculo del disparo de la red local y de la
entropia muestral (SampkEn, del inglés Sample Entropy) se realiz6 a partir de la sefial logMUA.
Los valores del disparo de la red local durante los Up y Down states se computaron como la
media de los valores logMUA durante dichos periodos. El disparo relativo de la red local fue el
valor maximo de la forma de onda media de la sefial logMUA después de la transicién Down-Up,
habiéndola normalizado antes para ser igual a 0 durante los Down states (Fig.1G).

El calculo de la SampEn se realiz6 para cada Up y Down state, promediandolos después para
cada estado. SampEn (m, r, N) se calcul6 como el logaritmo natural negativo de la probabilidad
condicionada de que dos secuencias de longitud N, similares en m puntos, permanezcan simila-
res con una tolerancia r, sin incluir las auto-coincidencias en el cédlculo de la probabilidad
(Richman and Moorman, 2000). Siguiendo a (Richman and Moorman, 2000), se fij6 el parame-
tro m = 2 y el parametro r = 0.2 para su calculo.

La velocidad de propagacion de los Up states se calcul6 en base al tiempo transcurrido entre
sucesivas detecciones de un Up state a lo largo de cada uno de los de 16 canales del electrodo.
Los Up states detectados en los diferentes canales se agruparon en ondas mediante el uso de un
algoritmo recursivo. Para cada onda, la media del tiempo de inicio de los Up states detectados
en todos los canales se tom6 como referencia para calcular la matriz de los intervalos tempora-
les entre el inicio del Up state en cada canal y dicha referencia. Se explor¢ la existencia de dis-
tintos patrones de propagacion clasificando las ondas detectadas en 5 grupos, por medio del
algoritmo de clustering k-means. Asi, cada patron de propagacion estuvo compuesto por varias
ondas, cuyas matrices de intervalos temporales (entre el inicio del Up state en cada canal y la
referencia) fueron promediadas para proporcionar la media y error estandar (SEM, del inglés
standard error of the mean) de cada patron, a lo largo de los de 16 canales del electrodo. La
velocidad de propagacioén se calculd para cada patrén dividiendo la distancia que separaba los
electrodos en los que el Up state fue detectado en primer y dltimo lugar (en relaciéon a la refe-
rencia) entre el intervalo de tiempo transcurrido entre dichas detecciones. Finalmente, la velo-
cidad de propagacion de cada registro se calcul6é haciendo la media de las velocidades de pro-
pagacion de cada patrén, ponderandolos por la proporciéon de ondas que contenia cada uno de
ellos (Fig.1H).

Para analizar los componentes rapidos de las SO (Fig.1l) se llevo a cabo un andlisis de la

densidad espectral de cada Up y Down state por separado, promediandose después para obte-
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ner la densidad espectral media de los periodos Up y Down. Para ello, se utilizé el método
Welch con una ventana de 5000 muestras y un solapamiento del 50%. Con el objetivo de resal-
tar y comparar los picos de sincronizaciéon neuronal por encima del decaimiento exponencial
intrinseco a la sefal (Jercog et al., en preparacién), se calculd la proporcién entre la Potencia y el
decaimiento exponencial definido por la funcién “1/f’, obteniendo asi una nueva densidad es-

pectral relativa, que sera denominada Excedente de potencia (ExcP) a lo largo del texto (Fig.1)).
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Figura 1. Deteccion de los Up y Down states y célculo de los parametros de la SO. A: localiza-

cién de los electrodos en las cortezas PrL, M1, S1 y V1 durante los registros bilaterales (iz-
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quierda), y localizacién y posicion del electrodo de 16 canales alineados en las cortezas PrL, M1
y S1 durante los registros de propagacién (derecha). B: partiendo de la sefial LFP cruda (trazo
negro) la detecciéon de los Up y Down states (trazo rojo) se realizé estableciendo un umbral en
una secuencia temporal de datos altamente procesada (trazo verde), resultante de la combina-
cién lineal de la sefial LFP diezmada (C), la envolvente de la variancia de la sefial LFP filtrada a
gamma (D) y la estimacién de la sefial logMUA (E). F: histograma de las duraciones de los Up y
Down states de un registro, calculadas a partir de la deteccién (B, trazo rojo). Las lineas pun-
teadas representan la duracion media de los Down y Up states (azul y rojo, respectivamente). G:
forma de onda media de la sefial logMUA normalizada para ser 0 durante el Down state, alinea-
da a la transiciéon Down-Up (linea punteada en t=0). El disparo relativo de la red corresponde al
valor maximo después de dicha transicién (cuadrado rojo). La sombra indica la SD. H: patrones
de propagacidn del Up state, obtenidos mediante el algoritmo de clustering k-means. La veloci-
dad de propagacion se calculd para cada patrén dividiendo la distancia que separaba los elec-
trodos en los que el Up state fue detectado en primer y ultimo lugar (tridngulos rojos) en rela-
cion a la referencia (linea horizontal en intervalo=0 ms), entre el intervalo de tiempo transcu-
rrido entre dichas detecciones. La velocidad de propagacion de cada registro se calcul6 hacien-
do la media de las velocidades de propagacion de cada patrén, ponderandola por la proporcién
de ondas que contenia cada uno de ellos. I, arriba: sefial LFP cruda registrada en la corteza PrL
de un ratén control anestesiado, mostrando la alternancia entre periodos activos (Up states) y
silentes (Down states) caracteristica de la SO. Abajo: espectrograma mostrando la presencia de
altas frecuencias, especialmente durante los Up states. Estos componentes rapidos de la SO se
estudiaron mediante el andlisis de la densidad espectral entre los 0 y los 100 Hz. J (imagen mo-
dificada de Jercog et al, en preparacion): con el objetivo de resaltar los picos de sincronizacion
neuronal (tridngulo naranja) por encima del decaimiento exponencial intrinseco a la sefial, se
calculd la proporcién entre la Potencia y el decaimiento exponencial definido por la funcién
“1/f’, obteniendo asf una nueva densidad espectral relativa, que sera denominada Excedente de

potencia (ExcP) alo largo del texto.

Analisis estadistico. Las diferencias entre el hemisferio derecho e izquierdo se evaluaron
mediante la prueba t de Student para muestras relacionadas, corregida para comparaciones
multiples con el método de Bonferroni (a corregida = 0.0125). Con la excepcidn de la entropia
de la sefial durante el Down state en el modelo SAMPS8, no se encontraron diferencias significa-

tivas entre hemisferios en ninguno de los parametros y modelos estudiados (Tab.1-3), por lo
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que los datos de ambos hemisferios para un area cortical y sujeto determinados fueron prome-
diados.

Para comparar los parametros de la SO entre diferentes edades en los ratones control del
modelo 3xTg-AD se llevé a cabo un ANOVA de medidas repetidas para cada parametro, con el
area (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto, y la edad (3, 7, 14 y 20 meses) como variable
entre-sujetos. Para comparar los parametros de la SO en los modelos 3xTg-AD y SAMP8 se llevd
a cabo un ANOVA de medidas repetidas para cada parametro, con el area (PrL, M1, S1 y V1)
como variable intra-sujeto, y la edad (7 y 20 meses y 5y 7 meses, respectivamente) y el grupo
(Wty 3xTg, y SAMR1 y SAMPS, respectivamente) como variables entre-sujetos. Para comparar
los parametros de la SO en los animales SAMP8 de 7 meses que realizaron el protocolo de ejer-
cicio voluntario se llevé a cabo un ANOVA de medidas repetidas para cada parametro, con el
area (PrL, M1, S1y V1) como variable intra-sujeto, y el grupo (SAMR1 y SAMP8) y el tratamien-
to (sedentario y ejercitado) como variables entre-sujetos. Para comparar los parametros de la
SO en el modelo Fmr1KO con fondo genético C57Bl/6] se llevé a cabo un ANOVA de medidas
repetidas para cada parametro, con el area (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto y el
grupo (Wt y Fmr1lKO) y el tratamiento (control y HzCB1) como variables entre-sujetos. Para
comparar los parametros de la SO en el modelo Fmr1KO con fondo genético Fvb.129 se llevé a
cabo una ANOVA de medidas repetidas para cada pardmetro, con el area (PrL, M1, S1 y V1)
como variable intra-sujeto y el grupo (Wt y Fmr1KO) como variable entre-sujetos. En todos los
casos, los contrastes post-hoc se realizaron mediante la prueba t de Student para muestras no
relacionadas, corregida para comparaciones multiples con el método de Bonferroni (o corregi-
da=0.0125).

Para comparar los parametros de la SO entre aquellos registros en los que la punta del elec-
trodo colocalizé o no con una placa de A en el modelo APP/PS1, se llevaron a cabo compara-
ciones para cada parametro mediante la prueba t de Student para muestras relacionadas, co-

rregida para comparaciones multiples con el método de Bonferroni (a corregida = 0.0125).

Las correlaciones entre el disparo de la red durante el Down state y la duraciéon del Down
state, o la frecuencia de la SO, se calcularon mediante el coeficiente de correlacién de Pearson.
Para cada animal y &rea cortical se tomaron los tltimos 200 segundos de sefial sin artefactos,
obteniendo tantos valores de duraciéon de Down state y de disparo de la red durante el Down
state como Down states estuvieran contenidos en dichos 200 segundos de sefial. Se consider6

un ciclo de la SO a la sumacién de los citados Down states y su Up state consecutivo.
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5. RESULTADOS

A lo largo de esta tesis se ha llevado a cabo una caracterizacion detallada de la actividad de
onda lenta (SO, del inglés slow oscillation) generada en diferentes areas corticales de tres mode-
los murinos de enfermedades en las que convergen alteraciones a nivel celular y sindptico junto
con déficits cognitivos. Uno de estos modelos, el modelo FmriKO, reproduce el Sindrome X
Fragil (FXS, del inglés Fragile X Syndrome). Los otros dos modelos corresponden a modelos de
la Enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s disease): el modelo 3xTg-AD, que re-
produce la AD de origen familiar o inicio temprano (FAD), y el modelo SAMP8, que reproduce la
AD esporadica o de inicio tardio (SAD). Al tratarse de una enfermedad degenerativa, la caracte-
rizacion de la SO en los modelos de AD se realizd a dos edades distintas, en el caso del modelo
3xTg-AD a los 7 y 20 meses de edad, y en el caso del modelo SAMP8 a los 5 y los 7 meses de
edad. Adicionalmente, se estudi6 la evolucion de la SO durante el envejecimiento no patolégico
en animales control del modelo 3xTg-AD registrados a los 3, 7, 14 y 20 meses de edad, y se llevd
a cabo una caracterizacién de la SO registrada cerca de las placas de 3-amiloide (AB) en el mo-
delo de amiloidosis APP/PS1. Con el objetivo de evaluar la sensibilidad de los parametros de la
SO a tratamientos que ya han reportado beneficios en estos modelos, se caracterizé la actividad
de onda lenta en animales SAMP8 de 7 meses de edad que habian realizado un protocolo de
ejercicio fisico voluntario durante 8 semanas consecutivas (Murase et al., 2009; Cosin-Tomas et
al,, 2014; Bayod et al., 2015a), y en animales Fmr1KO que presentaban una mutacién adicional
para expresar un menor numero de receptores cannabinoides CB1 (Zhang and Alger, 2010;

Jung et al., 2012; Busquets-Garcia et al., 2013; Qin et al,, 2015).

La actividad ritmica generada en diferentes areas corticales de dichos modelos fue registra-
da bajo anestesia profunda con ketamina, mediante electrodos de tungsteno situados en las
capas infragranulares de ambos hemisferios (Fig.14, izquierda). En esas condiciones, SO (<1Hz)
y ritmos rapidos (beta-gamma) se generaron en la red talamo-cortical (Steriade et al., 1993a;
Steriade et al, 1996b). La SO consistié en periodos de intensa actividad sinaptica y disparo
neuronal, o Up states, y periodos practicamente silentes o Down states, que fueron alternandose
a una frecuencia inferior a 1 Hz (Fig.1/, trazo superior). Los ritmos rapidos se generaron en
ambos estados de la SO, presentando una potencia sustancialmente mayor durante los Up states

(Fig.11, abajo). La propagacion de la SO se estudié mediante un electrodo de 16 canales alinea-
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dos, que se coloc6 paralelo a la linea media en las capas infragranulares de la corteza del hemis-
ferio derecho (Fig.14, derecha). Siguiendo estudios previos (Sanchez-Vives et al.,, 2010; Ruiz-
Mejias et al., 2011), los siguientes pardmetros de la SO fueron cuantificados: la frecuencia de la
SO, la duracién de los Up states y los Down states (Fig.1F), el coeficiente de variacion (CV) del
ciclo oscilatorio, el disparo de la red local durante los Up states, los Down states y el disparo
relativo (pico maximo en el Up state respecto al Down state) (Fig.1G), la entropia de la sefal
logMUA (ver métodos) durante los Up states y los Down states, la direccion y velocidad de pro-
pagacidn de los Up states (Fig.1H) y la densidad espectral de potencia durante los Up states y los
Down states (Fig.1J). A excepcion de la entropia del Down state en los animales SAMP8 (Tab.
Supl.2), no se encontraron diferencias significativas entre hemisferios en ninguno de los para-
metros y modelos estudiados (Tab. Supl.1-3), por lo que los datos de ambos hemisferios para
un area cortical y sujeto determinados se presentan promediados en los graficos que se mues-

tran a continuacion.

5.1. Caracterizacion de las oscilaciones lentas durante el envejecimiento

no patolégico en animales control del modelo 3xTg-AD

5.1.1. Parametros de la oscilacion lenta durante el envejecimiento no patoldgico en ani-

males control del modelo 3xTg-AD

La frecuencia media de la SO cambié de manera significativa a medida que los ratones con-
trol envejecieron (efecto de la edad, Tab.1). Los cambios de frecuencia que se produjeron con la
edad no mostraron un patrén ascendente o descendente consistente, sino que la frecuencia de
la SO disminuy6 de los 3 a los 7 meses de edad y aument6 progresivamente a lo largo de las dos
edades siguientes, siendo asi que la frecuencia oscilatoria no difirié entre los grupos de 3 y 14

meses y fue la mas baja y la mas alta en los de 7 y 20 meses de edad, respectivamente (Fig.2).
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Interaccién

area cortical edad area cortical*edad
F b tamaiio del F b tamaiio del F o tamaﬁo del
efecto (2) efecto (2) efecto (n2)
SO frec. 0.021 0.99 0.001 11.96 <0.0001 0.98
Updur. 11.01 <0.0001 0.208 20.64 <0.0001 0.596
Down dur. 0.385 0.76 0.009 5.18 0.004 0.270
CVSO 4,226 0.007 0.091 1,386 0.26 0.09
SO prop. 0.920 0.404 0.027 3,600 0.024 0.247
FRUp 29,902 <0.0001 0.409 97,109  <0.0001 0.874 4,603 <0.0001 0.247
FRDown 18366 <0.0001 0.304 98,729  <0.0001 0.876
FRrel 53,031 <0.0001 0.558 15,800  <0.0001 0.975 3,665 <0.0001 0.207
Up Entr. 36,169 <0.0001 0.463 4,606 0.007 0.248 2,877 0.004 0.170
Down Entr. 10,851  <0.0001 0.205 8,233 <0.0001 0.370

Tabla 1. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en los ratones control del modelo 3xTg-

AD, en el que se fijo el area cortical (PrL, M1, S1y V1) como variable intra-sujeto y la edad (3, 7,

14 y 20 meses) como variable entre-sujetos.

3 MESES 7 MESES

14 MESES

20 MESES

Y YV YN

14

0.9
0.8
0.7

0.6

0.5

PrL

Sin efecto del area cortical, p = 0.99
Efecto de la edad, p < 0.0001

M1

S1

V1

C
| 1 X *
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3M 7M 14M 20M

Figura 2. Evolucién de la frecuencia de la SO durante el envejecimiento no patoldgico. A: regis-

tros de LFP crudos obtenidos en la corteza prelimbica a los 3, 7, 14 y 20 meses de edad (de iz-

quierda a derecha), en cuatro ratones control del modelo 3xTg-AD. B: frecuencia media de la

SO en los ratones control del modelo 3xTg-AD a los 3 (negro), 7 (gris oscuro), 14 (gris claro) y

20 meses de edad (blanco), en las cuatro areas corticales. C: como en B, con las cuatro areas

corticales promediadas. Las barras representan la media y las barras de error son el SEM. El

analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multi-

ples comparaciones. * p < 0.0125. 3M (3 meses de edad), 7M (7 meses de edad), 14M (14 meses
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de edad) y 20M (20 meses de edad). PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza

motora primaria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual primaria).

La duracion de los Down states y los Up states cambi6 de manera concomitante a medida que
los ratones control envejecieron (Fig.3; efecto de la edad, Tab.1), pero ambos estados tuvieron
un peso diferencial en la disminucidn y posterior aumento de la frecuencia de la SO: la disminu-
cién de la frecuencia oscilatoria que se observé en la transicion de los 3 a los 7 meses de edad
estuvo provocada en mayor medida por un alargamiento del Down state, ya que el alargamiento
del Up state no fue significativo. Sin embargo, el aumento de la frecuencia oscilatoria en las dos
siguientes transiciones estuvo provocado en mayor medida por una disminuciéon de la duracién
del Up state, ya que el acortamiento del Down state no fue significativo. Es interesante notar que
la misma frecuencia oscilatoria puede estar determinada por diferentes duraciones del Up y el
Down state. Asi, aunque la frecuencia de la SO no difiri6 entre los grupos de 3 y 14 meses de
edad (Fig.2C), en los animales de 3 meses los Down states tendieron a ser mas cortos, y los Up

states mas largos, que en los animales de 14 meses (Fig.3Cy D, respectivamente).
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Figura 3. Evolucion de la duracién de los Up y Down states durante el envejecimiento no pa-

tolégico. A y B: duraciéon media de los Down states y los Up states, respectivamente, en los ra-
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tones control del modelo 3xTg-AD a los 3 (negro), 7 (gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de
edad (blanco), en las cuatro areas corticales. Cy D: evolucion de la duracién media de los Down
states y los Up states, respectivamente, con las cuatro areas corticales promediadas. Las barras
representan la media y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé6 median-
te un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para

las abreviaciones ver la figura 2.

A pesar de los cambios en la duracién de los Down y Up states, la variabilidad de la frecuen-
cia de la SO se mantuvo constante en todos los grupos de edad (Fig.4; sin efecto de la edad,
Tab.1). El disparo de la red también se mantuvo considerablemente estable entre los 3 y los 14
meses, pero aumentd de manera significativa en los animales de mayor edad (Fig.5; efecto de la
edad, Tab.1). Este aumento se produjo durante el Up state (Fig.5C y F) y durante el Down state
(Fig.5B y E), pero fue mas acusado durante el Up state y, en consecuencia, el disparo relativo

también aumenté en los animales de 20 meses (Fig.54 y D).
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Figura 4. Evolucidn del coeficiente de variaciéon de la SO durante el envejecimiento no patolo-
gico. A: coeficiente de variacién de la SO en los ratones control del modelo 3xTg-AD a los 3 (ne-
gro), 7 (gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de edad (blanco), en las cuatro areas corticales.
Las barras representan la media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones, que no

arroj6 diferencias significativas entre grupos. Para las abreviaciones ver la figura 2.
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Figura 5. Evoluciéon del disparo de la red local durante el envejecimiento no patolégico. 4, By

C: disparo relativo de la red (ver métodos), disparo durante los Down states y disparo durante

los Up states, respectivamente, en los ratones control del modelo 3xTg-AD a los 3 (negro), 7

(gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de edad (blanco), en las cuatro areas corticales. D, E'y

F: evolucion del disparo relativo de la red, el disparo durante los Down states y el disparo du-

rante los Up states, respectivamente, con las cuatro areas corticales promediadas. Las barras

representan la media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé median-

te un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR

(disparo de la red, el inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 2.

El aumento del disparo de la red durante los Down states es consistente con su acortamiento

en los animales de mayor edad (Fig.3C), ya que las fluctuaciones de alta frecuencia durante el
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Down state hacen mas probable que se alcance el umbral critico de excitabilidad para la genera-
cién de un nuevo Up state (Compte et al.,, 2003; Sanchez-Vives et al., 2017b), provocando una
disminucién de la duracién media de los Down states y un aumento de la frecuencia de la SO
(Fig.2(). La magnitud del disparo de la red durante el Down state también se ha asociado con la
regularidad del ciclo (Sancristobal et al., 2016); la relacion entre estos dos pardmetros sigue
una funcidn convexa, en la que niveles bajos y altos de fluctuaciones de alta frecuencia durante
el Down state resultan en un aumento de la variabilidad del ciclo, mientas que niveles interme-
dios la reducen. El disparo de la red durante el Down state aumentd con la edad en todas las
areas corticales (Fig.5B) de los animales control sin que ello alterara la variabilidad del ciclo
(Fig.4), sugiriendo que el aumento de excitabilidad que se produce durante el envejecimiento
no patolégico sigue permaneciendo en los niveles fisiolégicos adecuados para mantener la re-

gularidad de la SO.

Aunque el disparo de la red aument6 en los ratones control de mayor edad, dicho aumento
se vio acompafiado de una reduccion significativa de la entropia de la sefial durante los Up y
Down states (Fig.6; efecto de la edad, Tab.1). La caida de la entropia fue especialmente notoria
durante los Down states (Fig.6A y C), pero durante los Up states también pudo observarse una
tendencia a que los animales de 20 meses presentaran valores mas bajos de entropia que el

resto de grupos (Fig.6By D).

Los Up states son un fenémeno de emergencia local, pero la SO es una onda que se propaga a
lo largo de la red cortical, gracias a que la generacion de un Up state en un area determinada de
la corteza excita a las areas vecinas, haciendo mas probable que éstas, a su vez, inicien otro Up
state. Los Up states pueden originarse en cualquier punto de la corteza y propagarse en todas
direcciones, pero lo hacen preferencialmente en la regién prefrontal y en la direccién antero-
posterior. Coincidiendo con resultados ya publicados (Massimini et al., 2004; Ruiz-Mejias et al.,
2011), la mayoria de Up states de los animales control se propagaron en la direcciéon anteropos-
terior (Fig.14, derecha), en todos los grupos y areas corticales, si bien el porcentaje no difirié
mucho del de los que se propagaron en la direccién posteroanterior (57.6% vs. 42.39%, respec-
tivamente). Con independencia de su direccion, la velocidad de propagacion del Up state tendio
a reducirse a medida que los ratones control envejecieron (Fig.7A y B; efecto de la edad, Tab.1),
especialmente de los 3 a los 14 meses de edad, momento a partir del cual parecié estabilizarse

en torno a los 13£1.5 mm/s.
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Figura 6. Evolucion de la entropia de los Up y Down states durante el envejecimiento no pa-
tolégico. A y B: entropia durante los Down y Up states, respectivamente, en los ratones control
del modelo 3xTg-AD a los 3 (negro), 7 (gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de edad (blan-
co), en las cuatro areas corticales. Cy D: evolucion de la entropia durante los Down y Up states,
respectivamente, con las cuatro areas corticales promediadas. Las barras representan la media
y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medi-

das repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver

la figura 2.
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Figura 7. Evolucidén de la velocidad de propagacion del Up state durante el envejecimiento no
patoldgico. A: velocidad de propagacién del Up state en los ratones control del modelo 3xTg-AD

alos 3 (negro), 7 (gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de edad (blanco), en tres de las cuatro
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areas corticales. Debido a las dificultades para finalizar el protocolo experimental en los ani-
males de 20 meses, a dicha edad solo se consiguieron datos en las cortezas PrL y M1. B: como
en 4, con las tres areas corticales promediadas. Las barras representan la media y las barras de
error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medidas repetidas

corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 2.

5.1.2. Diferencias entre areas corticales en los animales control del modelo 3xTg-AD

La frecuencia de la SO, su velocidad de propagacion y la duracion del Down state no difirie-
ron entre las areas corticales estudiadas (sin efecto del area cortical, Tab.1). La duracién del Up
state, sin embargo, fue mayor en la corteza prelimbica que en el resto de areas corticales
(Fig.84; efecto del area cortical, Tab.1), y el CV de la frecuencia de la SO tendié a ser menor en
las areas anteriores (prelimbica y motora primaria) que en las posteriores (somatosensorial y
visual primarias), presentando su valor mas bajo en el area motora primaria, que fue significa-
tivamente mds regular que las areas corticales posteriores (Fig.8B; efecto del area cortical,

Tab.1).

El disparo relativo de la red fue menor en la corteza prelimbica que en el resto de areas cor-
ticales (Fig.8C; efecto del area cortical, Tab1; para la interaccion drea cortical *edad ver Fig.
Supl.14), y tanto el disparo de la red durante el Down state (Fig.8D; efecto del area cortical,
Tab.1) como el disparo de la red durante el Up state (Fig.8E; efecto del area cortical, Tab.1; para
la interaccién drea cortical *edad ver Fig. Supl.1B) fueron mas bajos en las areas corticales ante-
riores que en las posteriores. Este gradiente anteroposterior se observo también para la dura-
cién del Up state, que fue mayor en las areas corticales anteriores (Fig.84), pareciendo existir
una relacion inversa entre la magnitud del disparo de la red durante el Up state y la duracién
del mismo (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al,,
2010). Consistentemente, el disparo relativo de la red y el disparo durante el Up state aumenta-
ron en el grupo de 20 meses (Fig.54 y C, respectivamente), cuya duracién del Up state fue la

mas corta de las cuatro edades estudiadas (Fig.3D).

En las areas corticales primarias la entropia de los Down states tendid a ser mayor que la de
los Up states, con independencia de la edad estudiada (Fig.8Fy G, respectivamente). En la corteza

prelimbica, sin embargo, ambos estados presentaron valores de entropia similares, que ademas
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fueron significativamente mas elevados que los de las cortezas primarias (Fig.8F y G; efecto del

area cortical, Tab.1; para la interaccion drea cortical*edad ver Fig. Supl.1C).
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Figura 8. Parametros de la SO que difieren entre areas corticales en los animales control del
modelo 3xTg-AD. A-G: duracién del Up state, coeficiente de variacidn de la SO, disparo relativo
de la red (ver métodos), disparo de la red durante el Down state, disparo de la red durante el Up
state, entropia durante el Down state y entropia durante el Up state, respectivamente, en las
cuatro areas corticales de los ratones control del modelo 3xTg-AD. Las barras representan la
media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de
medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones

ver la figura 2.

5.1.3. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states durante el envejecimiento

no patoldgico en animales control del modelo 3xTg-AD

Por ultimo, se estudio el contenido en altas frecuencias de la SO durante el envejecimiento

no patoldgico. Para ello, se calcul6 la densidad espectral de potencia entre los 0 y los 100 Hz
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durante los Up y Down states por separado (Fig.94-D, lineas sélidas y punteadas, respectivamen-
te), prestando especial atencion a la sincronizacién de la actividad cortical en la banda de fre-
cuencias beta-gamma (15-100Hz), pues dicha sincronizacién ha sido ampliamente asociada a
procesos cognitivos (Siegel et al., 2012; Bosman et al., 2014). Durante los Up states, y con inde-
pendencia de la edad de los animales, la corteza prelimbica presenté una modulacién centrada
en los 40-55 Hz que también pudo observarse en la corteza motora primaria, aunque de mane-
ra menos evidente (Fig.94 y B, respectivamente). Sin embargo, en las cortezas somatosensorial y
visual primarias esta modulacién estuvo practicamente ausente (Fig.9C y D, respectivamente), y
sus picos de sincronizacidon solo pudieron apreciarse al calcular el Excedente de Potencia
(ExcP), revelando que dichos picos se produjeron a frecuencias mas bajas que en las cortezas
prelimbica y motora primaria (Fig.9E-H, lineas verticales). Ello sugiere que, al menos en esta
cepa, la actividad de las areas corticales anteriores tiende a sincronizarse a frecuencias mas
elevadas que la actividad de las areas corticales posteriores.

Coincidiendo con resultados ya publicados en animales de 3 meses (Ruiz-Mejias et al.,
2011), la amplitud del pico de sincronizaciéon durante los Up states fue mayor en la corteza
prelimbica que en el resto de areas corticales (Fig.9E-H, trazo negro), sugiriendo que su circuito
tiene propiedades especificas que le permiten generar ritmos gamma con mayor eficacia. Esta
propiedad de la corteza prelimbica se vio afectada por la edad, ya que a medida que los ratones
control envejecieron la amplitud del pico de sincronizacién se redujo en la mayoria de areas
corticales, pero especialmente en la corteza prelimbica durante la transicién de los 3 a los 7
meses de edad, dando como resultado que en los grupos de 7, 14 y 20 meses la amplitud del
pico de sincronizacién de la corteza prelimbica fue menor que la de las areas corticales poste-
riores (Fig.9E-H). Esta reduccion de las altas frecuencias con la edad, que también ocurri6 du-
rante los Down states (Fig.94-D, lineas punteadas), no se observé en la corteza somatosensorial
primaria. Por el contrario, la potencia de las altas frecuencias en la corteza somatosensorial
primaria se mantuvo estable de los 3 a los 7 meses de edad y aumenté en los grupos de 14 y 20
meses, practicamente a lo largo de todo el espectro de frecuencias estudiado (Fig.9Cy G).

Con independencia de las particularidades de cada area cortical, en todas ellas se produjo
un desplazamiento del espectro de frecuencias del Up state hacia frecuencias mas elevadas a
medida que los ratones control envejecieron (Fig.9E-H). Este desplazamiento pareci6 suceder
en paralelo a los cambios en la duracién del Up state (Fig.3D), aunque no siempre se vio refleja-

do en el pico sincronizacion, especialmente en la corteza prelimbica y somatosensorial primaria
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(Fig.9E-H, lineas verticales). Aun asi, en los animales de 20 meses -cuya duracién del Up state
fue la menor de las cuatro edades estudiadas (Fig.3D)-, el pico de sincronizacién durante los Up

states se produjo a frecuencias mas elevadas que en el resto de grupos (Fig.9E-H, trazo blanco).
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Figura 9. Evolucidn del contenido en altas frecuencias de los Up y Down states durante el enve-
jecimiento no patolégico. A-D: densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas soli-
das) y los Down states (lineas punteadas) en los ratones control del modelo 3xTg-AD a los 3
(negro), 7(gris oscuro), 14 (gris claro) y 20 meses de edad (blanco), en las cortezas PrL, M1, S1
y V1, respectivamente. E-H: excedente de potencia (ExcP) durante los Up states, entendido co-
mo la proporcion entre la Potencia media durante los Up states y el decaimiento exponencial
definido por la funcién “1/f”, en las cortezas PrL, M1, S1 y V1, respectivamente. Las lineas ver-
ticales indican el pico de sincronizacién. Las flechas indican el pico de sincronizacién en los
grupos que no quedan visibles. La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbitrarias). Para otras

abreviaciones ver la figura 2.
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5.2. Caracterizacion de las oscilaciones lentas en el modelo transgénico de

la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD

Durante el estudio del envejecimiento no patolégico en los animales control del modelo
3xTg-AD se observo que, en la mayoria de los parametros de la SO, las maximas diferencias se
produjeron entre los grupos de 7 y 20 meses de edad. En consecuencia, se escogieron dichos
puntos temporales para estudiar la actividad de onda lenta en los animales 3xTg-AD, com-

parandola con la de los animales control.

5.2.1. Parametros de la oscilacion lenta en el modelo transgénico de la Enfermedad de

Alzheimer 3xTg-AD

La frecuencia media de la SO difiri6 entre los animales 3xTg y control, a las dos edades estu-
diadas (Fig.10B). Esta diferencia del grupo 3xTg respecto al control, sin embargo, se produjo en
direcciones opuestas dependiendo de la edad: a los 7 meses la frecuencia oscilatoria tendié a
ser mayor en los animales 3xTg, mientras que a los 20 meses fue significativamente mayor en
los animales control. La inversion de la tendencia observada a los 7 meses de edad se debi6 a
que el envejecimiento modul6 la frecuencia de la SO de manera diferente en cada grupo, incre-
mentandola en los animales control pero manteniéndola mas bien estable —con una tendencia a

disminuir- en los animales 3xTg-AD (Fig.10C; interaccién grupo*edad, Tab.2).

El aumento de la frecuencia oscilatoria en los animales 3xTg de 7 meses respecto a los con-
troles estuvo provocado por un acortamiento del Up state (Fig.11C y D, izquierda), ya que a
dicha edad la duracién del Down state no difiri6 entre los dos grupos (Fig.114 y B, izquierda).
En la transicion de los 7 a los 20 meses de edad, la duracion del Down state y del Up state cam-
bié de manera diferencial en los dos grupos: la duraciéon del Down state disminuyé en los ani-
males control pero aumentd significativamente en los animales 3xTg (Fig.11B; interaccién gru-
po*edad, Tab.2), y un patrén similar se pudo observar para la duracién del Up state, que se
redujo de manera significativa en los animales control, pero se mantuvo mas bien estable -con
una ligera tendencia a aumentar- en los animales 3xTg (Fig.13D; interacciéon grupo*edad,

Tab.2). Como resultado de dicha evolucién diferencial, a los 20 meses de edad los Down states 'y
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los Up states fueron significativamente mas cortos en el grupo control que en el grupo 3xTg y,

en consecuencia, la frecuencia de la SO mayor (Fig.10By C, derecha).

de edad (Fig.12A y B, izquierda), pero en la transicién hacia los 20 meses cambié de manera
diferencial en los dos grupos (interaccién grupo*edad, Tab.2), aumentando significativamente
en los animales 3xTg y manteniéndose estable en los controles (Fig.12B), provocando que a los

20 meses de edad la frecuencia de la SO fuera mas variable en los animales 3xTg que en los

La variabilidad del ciclo oscilatorio permaneci6 inalterada en los animales 3xTg de 7 meses

control (Fig.12A y B, derecha).
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Figura 10. Frecuencia de la SO en el modelo 3xTg-AD. A: registros de LFP crudos obtenidos en
la corteza motora primaria a los 7 y los 20 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamen-
te), en un ratén 3xTg-AD (rojo) y su control (negro). B: frecuencia media de la SO en el modelo
3xTg-AD y su control a los 7 y los 20 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en
las cuatro areas corticales. C: evolucién de la frecuencia de la SO en la transicion de los 7 a los
20 meses de edad en los dos grupos, con las cuatro areas corticales promediadas. Las barras y
cuadrados representan la media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p <
0.0125. Wt (control), 3xTg (triple transgénico). 7M (7 meses de edad), 20M (20 meses de edad).
PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza motora primaria), S1 (corteza soma-

tosensorial primaria) y V1 (corteza visual primaria).
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Factor inter

, ) Interacciones
area cortical grupo edad
F tamafio del F tamafio del F tamafio del Ti F tamafio del
P efecto (2) P efecto (n2) P efecto (n2) 'po P efecto (n2)

SO frec. 0.82 0.48 0.02 3.44 0.07 0.077 6.9 0.01 0.144 grupo*edad 18.6 <0.0001 0.313
area*edad 3.28 0.02 0.074

Updur. 10.41 <0.0001 0.203 111 0.29 0.026 10.38 0.002 0.202
grupo*edad  24.64  <0.0001 0.375
4rea *grupo 33 0.02 0.075

Down dur. 0.54 0.65 0.013 11.87 0.001 0.225 0.68 0.41 0.016
grupo*edad 19.2 <0.0001 0.320
CVsO 282 0.04 0.064 9.01 0.005 0.180 2.63 0.11 0.06 grupo*edad  10.28 0.003 0.201

SO prop. 0.5 0.6 0.016 14 0.24 0.044 2.92 0.09 0.086

SO prop..7M 1,883 0.172 0.068 0.498 0.487 0.02

area *edad 3,146 0.028 0.071
FRUp 54,092 <0.0001 0.569 0.001 0.976 <0.0001 383,084 <0.0001 0.903 drea *grupo 6,049 0.001 0.129
grupo*edad 5,715 0.021 0.122
FR Down 29,533  <0.0001 0.425 2,585 0.116 0.061 350,961 <0.0001 0.898 drea *grupo 5,077 0.002 0.113
area *edad 3,563 0.016 0.080
FRrel 49,981 <0.0001 0.549 6,696 0.013 0.140 34,921  <0.0001 0.460 drea *grupo 3,013 0.033 0.068
grupo 13,072 0.001 0.242

Up Entr. 10861  <0.0001 0.209 2,316 0.136 0.053 6,902 0.012 0.144

Down Entr. 14542  <0.0001 0.262 6,657 0.014 0.140 16,787  <0.0001 0.291

Tabla 2. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en el modelo 3xTg-AD, en el que se fij6 el

area cortical (PrL, M1, S1y V1) como variable intra-sujeto, y la edad (7 y 20 meses) y el grupo

(3xTg-AD y control) como variables entre-sujetos.
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Figura 11. Duracién de los Up y Down states en el modelo 3xTg-AD. A y C: duracién media de

los Down y Up states (respectivamente) en el modelo 3xTg-AD (rojo) y su control (negro) alos 7
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y los 20 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales.
By D: evolucién de la duracién de los Down states y los Up states, respectivamente, en la tran-
sicién de los 7 a los 20 meses de edad en los dos grupos, con las cuatro areas corticales prome-
diadas. Las barras y cuadrados representan la media y las barras de error son el SEM. El anali-
sis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples

comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 10.
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Figura 12. Coeficiente de variacién de la SO en el modelo 3xTg-AD. A: coeficiente de variacién
de la SO en el modelo 3xTg-AD (rojo) y su control (negro) a los 7 y los 20 meses de edad (iz-
quierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. B: evolucion del coeficiente
de variacién de la SO en la transicién de los 7 a los 20 meses de edad en los dos grupos, con las
cuatro areas corticales promediadas. Las barras y cuadrados representan la media y las barras
de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medidas repetidas

corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 10.

El aumento del disparo de la red que se observo en los animales control de mayor edad
también ocurri6 en los animales 3xTg. El disparo medio durante los Down states, que no difiri6
entre grupos (Fig.13C; sin efecto de grupo, Tab.2), aumenté de manera significativa en la transi-
ciéon de los 7 a los 20 meses de edad (Fig.13Cy D; efecto de la edad, Tab.2). El disparo de la red
durante los Up states tampoco difirié entre grupos a ninguna de las dos edades estudiadas, pero
aumenté significativamente con la edad en ambos grupos, si bien dicho aumento fue mayor en
los animales control (Fig.13E y F; interacciéon grupo*edad, Tab.2); ello provoc6 que el disparo
relativo, que no difiri6 entre los grupos de 7 meses, aumentara con la edad de manera mas acu-
sada en los animales control que en los 3xTg, resultando en que a los 20 meses fue significati-
vamente menor en los animales 3xTg que en los control (Fig. 134 y B; interaccién grupo*edad,

Tab.2).
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Figura 13. Disparo de la red local en el modelo 3xTg-AD. A4, Cy E: disparo relativo de la red
(ver métodos), disparo medio durante los Down states y disparo medio durante los Up states,
respectivamente, en el modelo 3xTg-AD (rojo) y su control (negro) a los 7 y los 20 meses de
edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. B: evolucion del
disparo relativo en la transicion de los 7 a los 20 meses de edad en los dos grupos, con las cua-
tro areas corticales promediadas. D: evolucion del disparo medio durante los Down states en la
transicion de los 7 a los 20 meses de edad, con los dos grupos y las cuatro areas corticales
promediados. F: evolucién del disparo medio durante los Up states en la transicién de los 7 a
los 20 meses de edad en los dos grupos, con las cuatro areas corticales promediadas. Las ba-
rras y cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico
se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. *

p <0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 10.
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Con independencia del grupo estudiado, la magnitud del disparo durante el Down state es-
tuvo inversamente relacionada con su duraciéon (Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al,,
2017b) (Fig.14A). Sin embargo, el aumento del disparo durante el Down state en la transicién
de los 7 alos 20 meses de edad (Fig.13D) ocurri6 en paralelo a su acortamiento en los animales
control, pero a su elongacion en los animales 3xTg (Fig.11B). Ello sugiere que las fluctuaciones
de alta frecuencia generaron un Up state de manera menos eficaz en los animales 3xTg que en
los controles, y apunta a que dicha alteracién tuvo lugar en la transicién hacia los 20 meses de
edad, pues a los 7 meses ni el disparo del Down state ni su duracién difirieron entre grupos
(Figl3(, izquierda y Fig.11B, izquierda, respectivamente). Consistentemente, de los 7 a los 20
meses de edad la correlacidn entre el disparo del Down state y su duracién disminuy6 en los
animales 3xTg (Fig.144, izquierda vs. derecha) y, en consecuencia, la frecuencia de la SO estuvo

menos modulada por el disparo del Down state a la edad mas avanzada (Fig.14B; izquierda vs.

derecha).
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Figura 14. Correlacién entre el disparo de la red durante el Down state, la duracién del Down

state y la frecuencia de la SO en el modelo 3xTg-AD y su control. A: Correlacién entre la dura-
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cion del Down state y el disparo de la red durante el Down state en el modelo 3xTg-AD (rojo) y
su control (negro), a los 7 meses (columna de la izquierda) y a los 20 meses de edad (columna
de la derecha). B: igual que en A4, correlacionando la frecuencia de la SO y el disparo de la red
durante el Down state. Las correlaciones se calcularon mediante el coeficiente de correlacién
de Pearson, tomando los tltimos 200 segundos de sefial para cada animal y area cortical (ver

métodos). Para las abreviaciones ver la figura 10.

La entropia de la senal durante los Down states tendid a ser mayor en los animales 3xTg que
en los control (Fig.154 y B; efecto de grupo, Tab.2), mientras que los grupos no difirieron en
cuanto a la entropia contenida en el Up state (Fig.15D; sin efecto de grupo, Tab.2). Con inde-
pendencia del grupo estudiado, la entropia de la sefial se redujo de manera significativa en la
transicion de los 7 a los 20 meses de edad, en ambos estados de la SO (Fig.15Cy E; efecto de la

edad, Tab.2),
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Figura 15. Entropia durante los Up y Down states en el modelo 3xTg-AD. A y D: entropia du-
rante los Down states y durante los Up states, respectivamente, en el modelo 3xTg-AD (rojo) y
su control (negro) alos 7 y los 20 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las
cuatro areas corticales. B: comparacion de la entropia durante los Down states entre los dos

grupos, con las dos edades y las cuatro areas corticales promediadas. Cy E: evolucién de la en-
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tropia durante los Down y los Up states, respectivamente, en la transicién de los 7 a los 20 me-
ses de edad, con los dos grupos y las cuatro areas corticales promediados. Las barras y cuadra-
dos representan la media, las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé me-
diante un ANOVA de medidas repetidas y corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125.

Para las abreviaciones ver la figura 10.

Ni la direccidn ni la velocidad de propagacion de la SO se encontraron alteradas en los ani-
males 3xTg. En los dos grupos de animales y edades estudiados los Up states se propagaron
preferentemente en la direccidn anteroposterior (Fig.14, derecha) (Massimini et al., 2004; Ruiz-
Mejias et al., 2011), y se obtuvieron unos porcentajes de propagacién anteroposterior y poste-

roanterior muy similares a los observados en los animales control (56.22% vs. 43.7%, respecti-

vamente).
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Figura 16. Velocidad de propagacion del Up state en el modelo 3xTg-AD. A: velocidad de pro-
pagacion del Up state en el modelo 3xTg-AD (rojo) y su control (negro) a los 7 y los 20 meses
de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en tres de las cuatro areas corticales. Debido a
las dificultades para finalizar el protocolo experimental en los animales de 20 meses, a dicha
edad solo se consiguieron datos en las cortezas PrL y M1. Las barras representan la media y las
barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas
repetidas corregido por multiples comparaciones, que no arroj6 ninguna diferencia significati-

va. Para las abreviaciones ver la figura 10.

Con independencia de su direccidn, la velocidad de propagacién del Up state no present6 di-
ferencias entre grupos ni entre edades (Fig.16; sin efecto de grupo o edad, Tab.2), siendo la
velocidad media al promediar todas las muestras 15+0.86 mm/s. Ello podria estar indicando

que la velocidad de propagacién es muy consistente entre grupos y resistente al envejecimien-
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to, pero durante el estudio del envejecimiento no patolégico en los animales control se observé
una reduccidon de la velocidad de propagacion con la edad, especialmente entre los grupos de 3
y 14 meses (Fig.7A y B). Por otro lado, debido a las dificultades para finalizar el protocolo expe-
rimental en los animales de 20 meses, a dicha edad solo se consiguieron datos en las cortezas
prelimbica y motora primaria y, en el caso de los animales 3xTg, en un Unico animal. Por lo
tanto, la media de velocidad anteriormente facilitada esta fuertemente determinada por la ve-
locidad de propagacién a los 7 meses de edad que, por otra parte, tampoco difirié entre grupos
al realizar el andlisis estadistico sin los grupos de 20 meses (sin efecto de grupo o area cortical,

Tab.2).

5.2.2. Diferencias entre areas corticales en el modelo transgénico de la Enfermedad de

Alzheimer 3xTg-AD

En concordancia con los resultados obtenidos en los animales control, la frecuencia de la SO,
su velocidad de propagacion y la duracién del Down state siguieron sin diferir entre las cuatro
areas corticales (sin efecto del area cortical, Tab.2; para la interaccion drea cortical*grupo de la
duracion del Down state, que no arrojo diferencias significativas entre dreas, ver la Fig. Supl.24), y
la duracién del Up state siguié siendo mayor en las areas corticales anteriores, especialmente
en la corteza prelimbica (Fig.174; efecto del area cortical, Tab.2; para la interaccién drea corti-
cal*edad ver la Fig. Supl.2B). Sin embargo, al incluir el grupo 3xTg en el andlisis estadistico el CV
de la SO aumento en la corteza prelimbica, siendo el mayor de las cuatro areas estudiadas, si
bien el CV siguié siendo menor en el drea motora primaria que en el resto de ellas (Fig.17B;
efecto del area cortical, Tab.2). Sin cambios en relacién a lo apuntado durante el estudio del
envejecimiento no patolégico en los animales control, el disparo relativo de la red sigui6 pre-
sentando valores mas bajos en la corteza prelimbica que en el resto de areas corticales
(Fig.17C; efecto del area cortical, Tab.2; para las interacciones drea cortical*grupo y drea corti-
cal*edad ver Fig. Supl.2C y D), y tanto el disparo del Down state como el disparo del Up state
fueron menores en las areas corticales anteriores que en las posteriores (Fig.17D y E, respecti-
vamente; efecto del area cortical, Tab.2; para las interacciones drea cortical*grupo y drea corti-

cal*edad ver Fig. Supl.2E-G), pareciendo existir una relacién inversa entre la duracién del Up
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state (Fig.17A) y la magnitud de su disparo (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al.,
2003; Sanchez-Vives et al,, 2010). Asimismo, la entropia de la sefial siguié presentando valores
mas altos durante los Down states que durante los Up states, y fue mayor en la corteza prelimbi-

ca que en las areas corticales primarias (Fig.17F y G; efecto del area cortical, Tab.2).
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Figura 17. Parametros de la SO que difieren entre areas corticales en el modelo 3xTg-AD. 4-G:
duracién del Up state, coeficiente de variacion de la SO, disparo relativo de la red (ver métodos),
disparo durante el Down state, disparo durante el Up state, entropia durante el Down state y
entropia durante el Up state, respectivamente, en las cuatro areas corticales, con los animales
control y 3xTg promediados. Las barras representan la media y las barras de error son el SEM.
El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por
multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para otras

abreviaciones ver la figura 10.
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5.2.3. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo transgénico de

la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD

Las propiedades de las altas frecuencias contenidas en los Up y Down states de los animales
3xTg no mostraron alteraciones sustanciales en relaciéon a lo que ya se observd durante el estu-
dio de los animales control. En ambos grupos de animales la corteza prelimbica y el 4rea moto-
ra primaria presentaron una modulacién centrada en los 40-50 Hz (Fig.184 y B, respectivamen-
te), si bien en los animales 3xTg de 20 meses la sincronizaciéon de la actividad en la corteza
motora no formo un pico tan claro como en los animales control. En las cortezas somatosenso-
rial y visual primarias (Fig.18C y D, respectivamente), sin embargo, los picos de sincronizacién
solo pudieron apreciarse claramente al calcular el Excedente de potencia (ExcP), revelando que
dichos picos se produjeron a frecuencias mas bajas que en las cortezas prelimbica y motora
primaria, con independencia de la edad estudiada (Fig.184-D, lineas verticales en las incrusta-
ciones). Asi pues, la tendencia a que las areas corticales anteriores sincronizaran su actividad a
frecuencias mas elevadas que las areas posteriores se encontré conservada en los animales
3xTg.

A medida que los animales control envejecieron, la amplitud del pico de sincronizacién du-
rante los Up states se redujo en todas las areas corticales excepto en la corteza somatosensorial
primaria, en la que la amplitud aument6 considerablemente (Fig.9E-H). La disminucién de la
amplitud del pico de sincronizacion también pudo apreciarse en la corteza prelimbica de los
animales 3xTg (Fig.184, lineas verticales respecto a flechas en la incrustacion de la derecha),
pero en las cortezas posteriores se hallaron diferencias en relacién al grupo control: el aumento
de la amplitud del pico de sincronizacién en la corteza somatosensorial primaria que se ob-
servo en los animales control de mayor edad ya estuvo presente a los 7 meses en los animales
3xTg (Fig.18C) y, en lugar de disminuir, la amplitud del pico de sincronizacién en la corteza
visual primaria aument6 en los animales 3xTg de 20 meses (Fig.18D, lineas verticales respecto a
flechas en la incrustacion de la derecha).

La disminucién de potencia de las altas frecuencias durante el Down state que se observé a
medida que los animales control envejecieron también tendi6é a ocurrir en los animales 3xTg
(Fig.19, lineas punteadas), si bien las diferencias entre grupos durante los Down states mostra-
ron poca consistencia entre areas corticales (Fig.18, lineas punteadas). El espectro de potencia

medio durante los Up states, sin embargo, difiri6 de manera consistente entre los animales 3xTg
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y control, en las cuatro areas corticales y las dos edades estudiadas. A los 7 meses, dicho espec-
tro parecid estar desplazado hacia las altas frecuencias en los animales 3xTg en relacion a los
control (Fig.184-D, Ilineas sdlidas de la columna de la izquierda); este desplazamiento fue espe-
cialmente visible en las areas corticales anteriores, pero se pudo apreciar en todas ellas como
un desplazamiento hacia las altas frecuencias en el pico de sincronizacion del ExcP (Fig.184-D,
lineas verticales en las incrustaciones de la columna izquierda). A los 20 meses, sin embargo, la
diferencia entre los dos grupos se invirtié6 completamente, y el espectro de potencia de los ani-
males 3xTg se encontrd entonces desplazado hacia las bajas frecuencias en relacién a los ani-
males control (Fig.18A-D, lineas sdlidas y lineas verticales en las incrustaciones de la columna de
la derecha). Esta inversién se debi6 a que las altas frecuencias evolucionaron con la edad de
manera diferencial en ambos grupos: en la transicién de los 7 a los 20 meses, el pico de sincro-
nizacion se desplazo6 hacia las altas frecuencias en los animales control y hacia las bajas fre-
cuencias en los animales 3xTg, siendo el area prelimbica de los animales 3xTg la que mas esta-
ble permanecié con la edad (Fig.184-D, lineas respecto a flechas en las incrustaciones de la co-
lumna de la derecha). Este patréon de cambios es consistente con lo ya apuntado durante el es-
tudio del envejecimiento no patoldgico en los animales control, a saber, que la frecuencia del
pico de sincronizacién de las altas frecuencias durante los Up states parecié estar relacionada
con su duracién, de tal modo que una menor duracién del Up state tendi6 a ir asociada a una
mayor frecuencia del pico de sincronizacion. En coherencia con los cambios observados entre
grupos en cuanto a la duracion del Up state (Fig.11D), dicho pico se produjo a frecuencias mas
elevadas en los animales 3xTg que en los controles a los 7 meses de edad, pero a frecuencias

mas bajas a los 20 meses.
—

Figura 18. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo 3xTg-AD. A-D:
densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas sélidas) y los Down states (lineas
punteadas) en el modelo 3xTg-AD (rojo) y su control (negro) alos 7 y los 20 meses de edad (iz-
quierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. Las incrustaciones muestran
el Excedente de potencia (ExcP) durante los Up states, entendido como la proporcién entre la
Potencia media durante los Up states y el decaimiento exponencial definido por la funcién
“1/f’. Las lineas verticales en las incrustaciones indican el pico de sincronizacion, y las flechas
en los graficos de 20 meses (derecha) el pico de sincronizacidn, y su amplitud, a los 7 meses de

edad. La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbitrarias). Para otras abreviaciones ver la figura 12.
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Figura 19. Evolucién del contenido en altas frecuencias de los Up y Down states durante el en-

vejecimiento patoldgico en el modelo 3xTg-AD. A-D: densidad espectral de potencia durante

los Up states (lineas sélidas) y los Down states (lineas punteadas) en el modelo 3xTg-AD a los 7

(rojo) y los 20 meses de edad (ptrpura), en las cortezas PrL, M1, S1y V1, respectivamente. Pa-

ra la evolucién de los animales control ver la figura 11. Para otras abreviaciones ver la figura

12.
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5.3. Caracterizacion de las oscilaciones lentas en el modelo de envejeci-

miento acelerado SAMP8

El modelo transgénico 3xTg-AD representa AD familiar o de inicio temprano. Para investigar
si las alteraciones identificadas en dicho modelo se reproducen en la AD esporadica o de inicio
tardio se caracterizé la actividad de onda lenta en el modelo de envejecimiento acelerado
SAMPS8, que presenta envejecimiento prematuro y sintomas caracteristicos de la AD de manera
espontanea, careciendo de las manipulaciones genéticas propias de los modelos de la AD fami-
liar. La caracterizacion de la actividad de onda lenta se llevé a cabo en animales SAMP8 de 5y 7

meses, comparandola con la de los animales control, SAMR1.

5.3.1. Parametros de la oscilacion lenta en el modelo de envejecimiento acelerado

SAMPS8

Como cabia esperar por la cercania de las dos edades estudiadas, la mayoria de parametros
de la SO no cambiaron significativamente con la edad, pero si lo hicieron entre los animales
SAMP8 y los control (Tab.3). Ademas, varios de estos cambios respecto a los animales control
reprodujeron las observaciones realizadas en el modelo 3xTg, si bien al comparar los animales
SAMP8 de 5 o0 7 meses con los animales 3xTg de 20 meses, desfase temporal que es consistente

con el envejecimiento acelerado que presenta el modelo SAMPS8.

La frecuencia de la SO fue menor en los ratones SAMP8 que en los control, con independen-
cia de la edad estudiada (Fig.20; efecto de grupo, sin efecto de la edad, Tab.3). Del mismo modo
que ocurrié en los animales 3xTg de mayor edad, la disminucién de la frecuencia oscilatoria en
los animales SAMP8 se debid a una elongacion de los Down states (Fig.21A y B; efecto de grupo,
Tab.3) y los Up states (Fig.21Cy D; efecto de grupo, Tab.3) respecto a los animales control, es-
pecialmente de los Down states, elongacion que fue independiente de la edad estudiada (sin

efecto de la edad, Tab.3).
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Factor intra

Factor inter

Factor inter

Interacciones
area cortical grupo edad
F tamafio del tamafio del tamafio del Ti F tamafio del
P efecto (m2) P efecto (m2) p efecto (2) 'po p efecto m2)
SO frec. 8,180  <0.0001 0.254 18,453  <0.0001 0.435 0.453 0.507 0.019
Updur. 1,983 0.124 0.076 11,445 0.002 0.323 0.531 0.473 0.022
Downdur. 7,467  <0.0001 0.237 17,818  <0.0001 0.426 0.475 0.497 0.019 area*grupo 4,464 0.006 0.157
area*grupo 5,525 0.002 0.187
CVSO 2,186 0.097 0.083 8,057 0.009 0.251 3,978 0.058 0.142
area*edad 2,806 0.046 0.105
SO prop. 7,403 0.002 0.243 1,332 0.260 0.055 0.105 0.748 0.005 edad*grupo 8,202 0.001 0.263
FRUp 6,170 0.001 0.205 1,024 0.322 0.041 1,580 0.221 0.062 edad*grupo 6,620 0.001 0.216
area*grupo 2,787 0.047 0.104
FR Down 6,636 0.001 0.217 18,504  <0.0001 0.998 13,300 0.001 0.357
drea*edad 3,619 0.017 0.131
FRrel 9,829  <0.0001 0.291 5519 0.027 0.187 9,440 0.005 0.282
Up Entr. 3,444 0.021 0.130 10,915 0.003 0.322 6,492 0.018 0.220
Down Entr. 9,014  <0.0001 0.282 0.949 0.340 0.040 0.307 0.585 0.013 grupo*edad 4,352 0.048 0.159

Tabla 3. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en el modelo SAMPS8, en el que se fijé el

area cortical (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto, y la edad (5 y 7 meses) y el grupo

(SAMP8 y SAMR1) como variables entre-sujetos.
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REAPY WA e
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Figura 20. Frecuencia de la SO en el modelo SAMP8. A: registros de LFP crudos obtenidos en la

corteza motora primaria a los 5 y los 7 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente),

en un ratén SAMR1 (negro) y SAMP8 (verde). B: frecuencia media de la SO en el modelo SAMP8

y su control, SAMR1, alos 5 y los 7 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las

cuatro areas corticales. C: comparacién de la frecuencia de la SO entre los animales control y

SAMP8, con las dos edades y cuatro areas corticales promediadas. Las barras y cuadrados re-
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presentan la media, y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé mediante
un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. R1
(SAMR1, control), P8 (SAMP8). 5M (5 meses de edad), 7M (7 meses de edad). PrL (corteza
prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza motora primaria), S1 (corteza somatosensorial

primaria) y V1 (corteza visual primaria).
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Figura 21. Duracién de los Up y Down states en el modelo SAMP8. 4 y C: duracién media de los
Down y Up states, respectivamente, en el modelo SAMP8 (verde) y su control (negro) alos 5y
los 7 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. By
D: comparacion de la duraciéon de los Down y Up states, respectivamente, entre los animales
control y SAMPS, con las dos edades y cuatro areas corticales promediadas. Las barras y cua-
drados representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé
mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p <

0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 20.

Asimismo, los animales SAMP8 presentaron una aumento de la variabilidad del ciclo oscila-
torio en relaciéon a los control (Fig.224 y B; efecto de grupo, Tab.3), aprecidndose ademas una
clara tendencia a que dicha variabilidad aumentara al envejecer (Fig.22C), si bien el factor edad

no llegé a alcanzar el nivel de significancia al realizar el analisis estadistico (efecto de la edad,
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p =0.058; Tab.6). De igual modo, y aunque la triple interaccién entre grupo, area cortical y edad
no fue significativa (area cortical*grupo*edad, p = 0.539), también se aprecid una clara tenden-
cia a que los cambios entre grupos y los cambios con la edad ocurrieran solo en las areas corti-
cales primarias, pues el coeficiente de variacién de la corteza prelimbica parecié presentar una

alta consistencia entre grupos y entre edades (Fig.224 y Fig. Supl.3By ().

A 5 MESES 7 MESES W]
S5M+7M
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Zo6 0.6
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Figura 22. Coeficiente de variacién de la SO en el modelo SAMPS8. A4: coeficiente de variacién de
la SO en el modelo SAMPS8 (verde) y su control (negro) alos 5y los 7 meses de edad (izquierda
y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. B: comparacion del coeficiente de
variacion de la SO entre los animales control y SAMP8, con las dos edades y cuatro areas corti-
cales promediadas. C: comparacion del coeficiente de variacion de la SO entre los animales de 5
meses y los de 7 meses, con los dos grupos y cuatro areas corticales promediadas. Las barras y
cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p <

0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 20.

A diferencia de los parametros anteriormente descritos, el disparo de la red local cambié de
manera significativa con la edad (Tab.3). El disparo durante el Up state no difirié entre grupos
(Fig.23G), pero en la transicion de los 5 a los 7 meses se redujo significativamente en la corteza
somatosensorial primaria de los animales SAMP8 (Fig.23H; interacciéon area*grupo*edad,
Tab.3). El disparo del Down state también se redujo con la edad en ambos grupos (Fig.23D y F;
efecto de la edad, Tab.3) y, con independencia de la edad estudiada, fue menor en los animales
SAMP8 que en los control (Fig.23D y E; efecto de grupo, Tab.3). En consecuencia, el disparo

relativo de la red aumentd en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad (Fig.23A4 y C; efecto de
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la edad, Tab.3) y tendi6é a ser mayor en los animales SAMP8 que en los control (Fig.234 y B;

efecto de grupo, Tab.3).
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Figura 23. Disparo de la red local en el modelo SAMPS8. 4, D y G: disparo relativo de la red (ver

meétodos), disparo medio durante los Down states y disparo medio durante los Up states, res-

pectivamente, en el modelo SAMP8 (verde) y su control (negro) a los 5 y los 7 meses de edad

(izquierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. B y E: comparacion del

disparo relativo y el disparo durante el Down state, respectivamente, entre los animales con-

trol y SAMPS8, con las dos edades y cuatro areas corticales promediadas. Cy F: comparacion del

disparo relativo y el disparo durante el Down state, respectivamente, entre los animales de 5

meses y los de 7 meses, con los dos grupos y cuatro areas corticales promediadas. H: evolucién

del disparo durante el Up state en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad en las cuatro are-

as corticales de los dos grupos; las diferencias entre areas corticales son: 5M (R1: S1 < V1; P8:
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M1 < PrL, S1y M1), 7M (P8: S1 < V1). El analisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de
medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. Las barras y cuadrados represen-
tan la media, y las barras de error son el SEM. Las diferencias entre areas expresadas en los
paréntesis, asi como los asteriscos, corresponden a una a < 0.0125. FR (tasa de disparo, del

inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 20.

Asi, el disparo del Down state y el disparo del Up state evolucionaron con la edad de manera
distinta en los dos modelos de la AD estudiados: aumentaron en los animales 3xTg y sus contro-
les (Fig.13D y F, respectivamente) y disminuyeron, especialmente durante el Down state, en los
animales SAMP8 y sus controles. Sin embargo, esta evolucién diferencial tuvo como resultado
un aumento del disparo relativo con la edad en ambos modelos, por un mayor incremento del
disparo durante el Up state en relacion al incremento del Down state en el caso del modelo
3xTg, y por una disminucién del disparo durante el Down state en el caso del modelo SAMPS, si
bien el disparo relativo tendi6 a ser mayor que el de los controles en los animales SAMP8, mien-

tras que fue significativamente menor en los animales 3xTg de 20 meses (Fig.13B).

También en el modelo SAMP8 y su control el disparo durante el Down state estuvo inversa-
mente relacionado con su duracién y con la frecuencia de la SO, a las dos edades estudiadas
(Fig.24), sugiriendo que la elongaciéon de los Down states en los animales SAMP8 (Fig.21B)
podria deberse a la reduccion del disparo de la red durante dicho estado (Compte et al., 2003;

Sanchez-Vives et al,, 2017b).

A pesar de que el disparo durante Down state fue menor en los animales SAMP8 que en los
control, y de que se redujo en los dos grupos a medida que envejecieron, la entropia durante el
Down state se mantuvo mas bien estable entre grupos y entre edades (Fig.254), si bien se apre-
ci6 una ligera tendencia a que en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad aumentara en los
animales SAMP8 pero se redujera en los control (Fig.25B; interaccién grupo*edad, Tab.3). La
entropia durante el Up state, sin embargo, tendié a ser menor en los animales SAMP8 que en los
control (Fig.25Cy D; efecto de grupo, Tab.3) y a reducirse con la edad independientemente del
grupo estudiado (Fig.25Cy E; efecto de la edad, Tab.3), coincidiendo con los resultados obteni-
dos en el modelo 3xTg, si bien en éstos la caida de la entropia de la sefial durante el Up state fue

mas acusada y también ocurrié durante el Down state (Fig.15Cy E).
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Figura 24. Correlacién entre el disparo de la red durante el Down state, la duracién del Down

state y la frecuencia de la SO en el modelo SAMP8. A: correlacién entre la duracién del Down

state y el disparo del Down state en el modelo SAMP8 (verde) y su control (negro), a los 5 me-

ses (columna de la izquierda) y a los 7 meses de edad (columna de la derecha). B: igual que en 4,

correlacionando la frecuencia de la SO y el disparo del Down state. Las correlaciones se calcula-

ron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, tomando los ultimos 200 segundos de

sefial para cada animal y area cortical (ver métodos). Para las abreviaciones ver la figura 20.

Ni la direcciéon ni la velocidad de propagacién de la SO presentaron alteraciones entre los

animales SAMP8 y los control. En los dos grupos y edades estudiados los Up states se propaga-

ron preferentemente en la direccién anteroposterior (Fig.14, derecha) (Massimini et al., 2004;

Ruiz-Mejias et al., 2011), con porcentajes de propagaciéon anteroposterior y posteroanterior

mas divergentes que los obtenidos en el modelo 3xTg (70.32% vs. 29.68%, respectivamente).

Con independencia de su direccidn, la velocidad de propagaciéon no difiri6 entre grupos

(Fig.26A), pero en la transicién de los 5 a los 7 meses de edad se redujo de manera significativa
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en la corteza motora primaria de los animales control (Fig.26B; interaccion area*grupo*edad,

Tab.3).
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Figura 25. Entropia durante los Up y Down states en el modelo SAMP8. A y C: entropia durante
los Down states y durante los Up states, respectivamente, en el modelo SAMP8 (verde) y su con-
trol (negro) alos 5 y los 7 meses de edad (izquierda y derecha, respectivamente), en las cuatro
areas corticales. B: evolucion de la entropia durante los Down states en la transiciéon de los 5 a
los 7 meses de edad en los dos grupos, con las cuatro areas promediadas. D: comparacién de la
entropia durante los Up states entre los dos grupos, con las dos edades y las cuatro areas corti-
cales promediadas. E: evolucion de la entropia durante los Up states en la transicién de los 5 a
los 7 meses de edad, con los dos grupos y cuatro areas corticales promediados. Las barras y
cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p <

0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 20.
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Figura 26. Velocidad de propagacion del Up state en el modelo SAMP8. A: velocidad de propa-
gacion del Up state en el modelo SAMP8 (verde) y su control (negro) a los 5 y los 7 meses de
edad (izquierda y derecha, respectivamente), en tres de las cuatro areas corticales. B: evolucién
de la velocidad de propagacion del Up state en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad en
los dos grupos y tres areas corticales (sin diferencias significativas entre dreas). Las barras re-
presentan la media, las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realiz6 mediante
un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las

abreviaciones ver la figura 20.

5.3.2. Diferencias entre areas corticales en el modelo de envejecimiento acelerado

SAMPS8

En oposicién a los resultados obtenidos en el modelo 3xTg-AD, la frecuencia de la SO difiri6
entre areas corticales en el modelo SAMP8, siendo mayor en las cortezas motora y somatosen-
sorial primarias que en las cortezas prelimbica y visual primaria (Fig.27A; efecto del area corti-
cal, Tab.3), y estando estas diferencias determinadas en gran medida por la duracién del Down
state (Fig.27B; efecto del area cortical, Tab.3; para la interaccién drea cortical*grupo ver la Fig.
Supl.34), ya que la duracién del Up state no difirié entre areas corticales (sin efecto del area
cortical, Tab.3). Aunque el factor area cortical no llegé a alcanzar el nivel de significancia al
realizar el andlisis estadistico (efecto del area cortical, p = 0.09; Tab.3), se aprecié una clara
tendencia a que el CV de la SO fuera menor en la corteza prelimbica que en el resto de areas
(Fig.22A). Estas diferencias en cuanto al CV de la SO estuvieron fuertemente condicionadas por
las diferencias entre areas corticales en los animales SAMP8, en los que el CV de la SO fue signi-
ficativamente menor en la corteza prelimbica que en las areas primarias, y por los grupos de 7

meses de edad, en los que la corteza prelimbica present6 un CV significativamente menor que el
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de las areas corticales primarias (interaccion area cortical*grupo y area cortical*edad, Tab.3 y

Fig. Supl.3By (C).
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Figura 27. Parametros de la SO que difieren entre areas corticales en el modelo SAMP8. A-F:
frecuencia de la SO, duracién del Down state, disparo relativo de la red (ver métodos), disparo
durante el Down state, entropia durante el Down state y entropia durante el Up state, respecti-
vamente, en las cuatro areas corticales, con los animales SAMR1 (control) y SAMP8 promedia-
dos. Las barras representan la media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se
realizé mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p

< 0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 20.

El perfil del disparo de la red a lo largo de las cuatro areas corticales también difiri6 entre
los dos modelos: el gradiente anteroposterior que se observé en los animales 3xTg y sus con-
troles (Fig.17C-E) no se replico en los animales SAMPS8, en los que el disparo relativo de la red
present6 valores mas bajos en las cortezas motora y somatosensorial primarias que en las cor-
tezas prelimbica y visual primaria (Fig.27C; efecto del area cortical, Tab.3), y el disparo durante

el Down state present6 valores mas altos en la corteza somatosensorial primaria que en el resto
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de areas, que no difirieron entre si (Fig.27D; efecto del area cortical, Tab.3; para la interaccion
drea cortical*edad y drea cortical*grupo ver Fig. Supl.3D y E, respectivamente).

Por el contrario, en el modelo SAMP8 la entropia de la sefial durante los Down states sigui6
siendo mayor que durante los Up states, y también fue mayor en la corteza prelimbica que en el
resto de areas corticales, aunque solo durante los Down states (Fig.27E; efecto del area cortical,
Tab.3), ya que durante los Up states la corteza prelimbica presentd, junto con el area visual

primaria, los valores mas bajos de entropia (Fig.27F; efecto del area cortical, Tab.3).

5.3.3. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo de envejeci-

miento acelerado SAMP8

Las altas frecuencias contenidas en los Up y Down states mostraron un patrén de alteracio-
nes entre los animales SAMP8 y los control muy similar al observado en el modelo 3xTg a los 20
meses, y sus propiedades a lo largo de las cuatro areas corticales también reprodujeron en gran
medida lo apuntado en dicho modelo (Fig.18 y 19).

Durante los Up states, los animales control presentaron una modulacién centrada en los 40-
50 Hz en todas las areas corticales, que solo pudo apreciarse en la corteza prelimbica de los
animales SAMP8, y una modulacién adicional centrada en los 80-100 Hz, que se redujo hasta
casi desaparecer en la transicién de los 5 a los 7 meses (Fig.284-D, lineas sélidas). Esta segunda
modulacién, que también pudo apreciarse claramente durante los Down states (Fig.28A4-D,
lineas punteadas), no se halld en los animales SAMP8. En concordancia con los resultados obte-
nidos en el modelo 3xTg, los picos de la sincronizacién centrada en los 40-50 Hz tendieron a
producirse a frecuencias mas elevadas en las cortezas prelimbica y motora primaria que en las
cortezas somatosensorial y visual primarias, si bien solo en los animales SAMP8, ya que en los
control los picos de sincronizacién ocurrieron a la misma frecuencia en todas las areas cortica-
les (Fig.28A-D, lineas verticales en las incrustaciones). Probablemente por la cercania de las dos
edades estudiadas, dichos picos no sufrieron cambios sustanciales en la transicién de los 5 a los
7 meses de edad, pero su amplitud aumento en la corteza prelimbica de los animales SAMP8 de
7 meses, superando notablemente a la de los animales control (Fig.284, lineas verticales respec-

to a flechas en la columna de la derecha).
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Figura 28. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo SAMP8. A-D:
densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas sélidas) y los Down states (lineas
punteadas) en el modelo SAMP8 (verde) y su control (negro) alos 5 y los 7 meses de edad (iz-
quierda y derecha, respectivamente), en las cuatro areas corticales. Las incrustaciones muestran
el Excedente de potencia (ExcP) durante los Up states, entendido como la proporcién entre la
Potencia media durante los Up states y el decaimiento exponencial definido por la funcién
“1/f’. Las lineas verticales en las incrustaciones indican el pico de sincronizacion, y las flechas
en los graficos de 7 meses (derecha) el pico de sincronizacién, y su amplitud, a los 5 meses de

edad. La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbitrarias). Para otras abreviaciones ver la figura 20.

Asimismo, en la corteza somatosensorial primaria la potencia de las altas frecuencias
mostr6 un gran incremento en los animales SAMP8 de 5 meses respecto a los control (Fig.28C,
izquierda), reproduciendo un patrén muy similar al encontrado en el modelo 3xTg a los 7 me-
ses de edad (Fig.18C, izquierda). Sorprendentemente, y a diferencia de lo observado en el mo-
delo 3xTg, en el que la potencia de las altas frecuencias en la corteza somatosensorial primaria
se mantuvo elevada a los 20 meses, en los animales SAMPS8 se normaliz6 en la transicién de los
5 alos 7 meses de edad, permaneciendo inalterada en los animales control (Fig.28C, lineas ver-
ticales respecto a flechas en la columna de la derecha).

Coincidiendo con los resultados obtenidos en el modelo 3xTg (Fig.9 y 19, lineas punteadas),
la potencia de las altas frecuencias durante el Down state se redujo con la edad en los animales
SAMPS8 y sus controles (Fig.29). Sin embargo, en los animales SAMP8 dicha potencia se en-
controé reducida en relacidn a los animales control (Fig.284-D, lineas punteadas), alteracién que
no pudo encontrarse en los animales 3xTg de manera consistente en todas las areas corticales.

Una de las similitudes mas robustas entre los dos modelos de la AD fue el desplazamiento
del espectro de frecuencias durante el Up state en paralelo a los cambios en su duracion. Asi, el
pico de sincronizacidn de los Up states en los animales SAMP8, cuya duracion del Up state fue
mayor que la de los animales control (Fig.21D), se encontré desplazado hacia las bajas frecuen-
cias en relacion a los segundos (Fig.284-D, Ilineas verticales en las incrustaciones). El desplaza-
miento ocurrié a las dos edades y en las cuatro areas corticales estudiadas, a excepcién de la
corteza prelimbica, en la que solo se aprecié a los 7 meses (Fig.284, columna de la derecha res-

pecto a la de la izquierda). Coherentemente con que la duracion del Up state no cambiara al
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envejecer, la frecuencia del pico de sincronizaciéon durante el Up state permanecié mas bien
estable en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad, aunque en los animales control tendid a
desplazarse hacia las bajas frecuencias acercandose al pico de los animales SAMP8, reflejando
la tendencia a que la duracién del Up state aumentara con la edad en los animales control. Cu-
riosamente, la tendencia a que el pico de sincronizacién se desplazara hacia las bajas frecuen-
cias en los animales control ocurrié en las areas corticales primarias pero no en la corteza
prelimbica. Ello, junto con el hecho de que el desplazamiento del pico en la corteza prelimbica
de los animales SAMPS8 ocurriera a una edad mas avanzada que en las areas corticales prima-
rias, sugiere que este desplazamiento aparece de manera mas tardia en el area prefrontal, y que

en los animales SAMP8 ocurre de manera prematura en relaciéon a los animales control.
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Figura 29. Evolucion del contenido en altas frecuencias de los Down states durate la transicién
de los 5 a los 7 meses de edad en el modelo SAMP8. Densidad espectral de potencia durante
los Down states en el modelo SAMP8 (verde) y su control, SAMR1 (negro), alos 5 y los 7 meses
de edad (lineas punteadas y rayadas, respectivamente), en las cuatro areas corticales. La sombra

es el SEM. Para otras abreviaciones ver la figura 20.
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5.3.4. El ejercicio fisico voluntario amortigua los efectos de la edad sobre algunos para-

metros de la oscilacién lenta en los ratones SAMP8 y sus controles, SAMR1

La realizacion de ejercicio fisico voluntario ha demostrado ejercer un efecto beneficioso en
ratas y ratones senescentes. Reduce el estrés oxidativo asociado a la edad (Navarro et al., 2004;
Kalani et al., 2006) y, en ratones SAMP8, atentia varias caracteristicas fenotipicas relacionadas
con el envejecimiento prematuro: aumenta la vascularizacién y la expresiéon hipocampal del
Factor neurotréfico derivado del cerebro (Bdnf, del inglés brain-derived neurotrophic factor)
(Alvarez-Lopez et al., 2013), mejora la funcién mitocondrial (Bayod et al., 2015), aumenta los
niveles globales de acetilacion de la histona H3 (Cosin-Tomas et al, 2014) e incrementa los
niveles de actividad locomotora, mejorando la funcién sensoriomotriz (Sanchez-Roige et al.,
2014). Con el fin de evaluar el efecto del ejercicio fisico sobre los parametros de la actividad de
onda lenta en los ratones SAMP8 y sus controles, SAMR1, se llevd a cabo un protocolo de ejerci-
cio fisico voluntario en animales de 7 meses, que fueron comparados con los ratones SAMP8 y
SAMR1 sedentarios caracterizados en el apartado de resultados anterior. Los animales ejercita-
dos tuvieron acceso a una rueda de correr 24 horas al dia durante 8 semanas consecutivas, en
las que se monitorizaron el nivel de ejercicio realizado y el peso de los animales. Para compro-
bar la eficacia de la intervencion, se cuantificaron los niveles de Bdnf y Neuritin en el hipocam-
po, factores que son modulados en respuesta al ejercicio fisico en roedores (Kaliman et al,,
2011).

El ejercicio fisico no alter6 el peso basal de ninguno de los dos grupos (Fig.304, sin efecto
del tratamiento, Tab.44), indicando que se realiz6 de manera moderada, pero los ratones
SAMP8 presentaron un peso significativamente menor que el de los animales control (Nishika-
wa et al, 1998) (Fig.304, efecto de grupo, Tab.44). Sin embargo, esta diferencia de peso no
afect6 al patrén y nivel de ejercicio realizado, que fue significativamente mayor durante la fase
oscura del ciclo luz-oscuridad (Fig.30B, efecto de la hora, Tab.4B) y no difiri6 entre grupos
(Fig.30B, sin efecto de grupo, Tab.4B). El ejercicio aumentd la expresién de Bdnf en los animales
SAMP8 hasta niveles que no difirieron de los animales control (Fig.30C, izquierda; interacciéon
grupo*tratamiento, Tab.4(C), y la expresion de Neuritin, una conocida diana de Bdnf, se incre-
menté en ambos grupos en respuesta al ejercicio (Fig.30C, derecha; efecto del tratamiento,

Tab.4C). Este resultado confirmé que la intervencion habia sido efectiva y, por lo tanto, nos
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permitio explorar el efecto del ejercicio fisico sobre los parametros de la actividad de onda

lenta en los animales SAMP8 y su control, SAMR1.
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Figura 30. Parametros del protocolo de ejercicio fisico voluntario en el modelo SAMP8. A: peso
medio basal y a lo largo de las 8 semanas que duré el protocolo, en los ratones SAMP8 (verde) y
SAMR1 (negro) sedentarios (cuadrados) y ejercitados (redondas). B: nimero medio de revolu-
ciones de la rueda de correr a lo largo de las 8 semanas que dur6 el protocolo, en los ratones
SAMP8 y SAMR1 ejercitados, durante la fase oscura y luminosa del ciclo luz-oscuridad (redon-
das y cuadrados, respectivamente). C: expresion génica relativa de Bdnf (izquierda) y Neuritin
(derecha) en los ratones SAMP8 y SAMR1 sedentarios (barras ralladas) y ejercitados (barras
blancas). El andlisis estadistico en A y B se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas, y
en C mediante un two-way ANOVA, ambos corregidos para multiples comparaciones. * p <
0.0125. PB (peso basal). S (semana). Se (sedentario), Ej (ejercitado). D (dia), N (noche). R1
(SAMR1, control), P8 (SAMP8).
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Interacciones

semana grupo tratamiento
F tamario del F tamario del F tamafio del Ti F tamafio del
P efecto (n2) P efecto (2) P efecto (n2) 'po P efecto (n2)
Peso 5513  <0.0001 0.147 19,793  <0.0001 0.382 0.002 0.965 <0.0001 semana*grupo 2,705 0.007 0.078
Factor intra Factor intra Factor inter .
. Interacciones
semana hora (dia o noche) grupo
F tamario del F tamario del F tamafio del Ti F tamafio del
p efecto (n2) P efecto (n2) P efecto (n2) 'po P efecto (2)
Revoluciones 8,793 <0.0001 0.355 64,869  <0.0001 0.355 0.269 0.611 0.17 hora*semana 10,360  <0.0001 0.393
Factor entre Factor entre Interaccién
grupo trat i grupo*tratamiento
F tamanio del F tamario del F tamario del
P efecto (n2) P efecto (n2) P efecto (n2)
Bdnf 1,609 0.222 0.086 6,092 0.024 0.264 4,518 0.049 0.21
Neuritin 1,272 0.275 0.7 5,508 0.031 0.245 0.273 0.608 0.016

Tabla 4. Andlisis estadistico de los parametros del protocolo de ejercicio fisico voluntario en el
modelo SAMP8. A: para el peso de los animales se realizé un ANOVA de medidas repetidas en
el que se fij6 la semana como variable intra-sujeto, y el grupo (SAMP8 y SAMR1) y el tratamien-
to (sedentario y ejercitado) como variables entre-sujetos. B: para el nimero de revoluciones
realizadas se llevd a cabo un ANOVA de medidas repetidas en el que se fijé la semana y la hora
del dia (dia y noche) como variables intra-sujeto, y el grupo (SAMP8 y SAMR1) como variable
entre-sujetos. C: para la expresion génica se realizé un two-way ANOVA fijando como variables
dependientes el nivel de Bdnf y Neuritin, y como variables independientes el grupo (SAMP8 y
SAMR1) y el tratamiento (sedentario y ejercitado).

La realizacion de ejercicio fisico voluntario no modificé de manera sustancial ni las diferen-
cias entre areas corticales (Fig.27) ni las diferencias entre los animales SAMP8 y control repor-
tadas en el apartado de resultados anterior. La duracién de los Down states y los Up states si-
guid siendo mayor en los animales SAMP8 que en los control (Fig.31C-D y E-F, respectivamente;
efecto de grupo, Tab.5) y, en consecuencia, la frecuencia de la SO sigui6 siendo menor en todas
las areas corticales de dichos animales, con la excepcién de la corteza somatosensorial prima-
ria, en la que el ejercicio tendié a aumentar la frecuencia de la SO hasta igualarla con la de los
animales control (Fig.314 y B; interaccion area*grupo*tratamiento, Tab.5). Asimismo, los ani-
males SAMP8 siguieron presentando un aumento de la variabilidad del ciclo en relacién a los

control (Fig.31G y H; efecto de grupo, Tab.5), y ninguna diferencia significativa en cuanto a la
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direccién y velocidad de propagacion del Up state (Fig.32), si bien dicha velocidad tendi6 a ser

menor en los animales SAMP8 (efecto de grupo, p = 0.052, Tab.5).
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Figura 31. Parametros de la SO en los ratones SAMP8 ejercitados. 4, C, E 'y G: frecuencia de la
SO, duracién del Down state, duracion del Up state y coeficiente de variacion de la SO, respecti-

vamente, en los animales SAMP8 (verde) y control (negro) sedentarios (barras ralladas) y ejer-
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citados (barras blancas), en las cuatro areas corticales. B: comparacion de la frecuencia de la

SO en las cuatro areas corticales de los animales control y SAMP8 sedentarios y ejercitados. D,

Fy H: comparacién de la duracién del Down state, la duraciéon del Up state y el coeficiente de

variacion de la SO, respectivamente, en los grupos control y SAMP8, con los animales sedenta-

rios y ejercitados, y las cuatro areas corticales, promediados. Las barras y cuadrados represen-

tan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante un

ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. PrL (corte-

za prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza motora primaria), S1 (corteza somatosensorial

primaria) y V1 (corteza visual primaria). 7M (7 meses de edad). Para otras abreviaciones ver la

figura 30.

Factor intra

Factor inter

Factor inter

area cortical grupo tratamiento [nteracciones
F . tamafio d,Cl . tamafio d’cl . tamaiio d’cl Tipo F » tamafio d'cl
efecto (2) efecto (2) efecto (2) efecto (2)
SOfrec. 19,861 <0.0001 0406 15758 <0.0001  0.352 1,448 0.239 0.048  AEXEUPO" 3508 0023 0.103
tratamiento
Up dur. 4,083 0.009 0.123 10,956 0.003 0.274 0.153 0.699 0.005 area*grupo 5139 0.003 0.151
Down dur. 13,348  <0.0001  0.315 27,292 <0.0001  0.485 0172 0.681 0.006
CVSO 12,409  <0.0001 0.300 16,675  <0.0001 0.980 1,203 0.282 0.040
SO prop. 8.691 <0.0001 0.2331 4.114 0.052 0.124 0.079 0.781 0.003
FRUp 10,854 <0.0001 0.272 3,975 0.056 0.121 0.848 0.365 0.028
FR Down 6,168 0.001 0.175 33,997 <0.0001 0.540 0.434 0.515 0.015
FRrel 44948 <0.0001 0.608 2,641 0.115 0.083 8,047 0.008 0.217 area*grupo 3,802 0.013 0.116
Up Entr. 22267  <0.0001 0434 17,568  <0.0001  0.377 6,029  0.020 0.172
Down Entr. 29,066  <0.0001 0.501 6,527 0.016 0.184 0.064 0.803 0.002 4rea*grupo 4,100 0.009 0.124

Tabla 5. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en los ratones SAMP8 ejercitados, en el

que se fijo el area cortical (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto, y el grupo (SAMP8 y

SAMR1) y el tratamiento (sedentario y ejercitado) como variables entre-sujetos.

Velocidad de propagacion >

o

-
[=]
T

del Up state (mm/s)
N
=)
T

Efecto del area cortical, p < 0.0001
Sin efecto de grupo, p = 0.052
Sin efecto del tratamiento, p = 0.78

PrL

M1

S1

R1 P8
™ Se @ @
T™_E ][]

Figura 32. Velocidad de propagacién del Up state en los ratones SAMP8 ejercitados. A: veloci-

dad de propagacion del Up state en los animales SAMP8 (verde) y control (negro) sedentarios
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(barras ralladas) y ejercitados (barras blancas), en las cuatro areas corticales. Las barras re-
presentan la media, y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé mediante
un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones, que no arroj6 ningu-

na diferencia significativa entre grupos. Para las abreviaciones ver la figura 30 y 31.

El ejercicio fisico tampoco modificé el disparo de la red durante los Down states (sin efecto
del tratamiento, Tab.5), que siguié siendo menor en los animales SAMP8 que en los control
(Fig.33Cy D; efecto de grupo, Tab.5), ni el disparo de la red durante los Up states (sin efecto del
tratamiento, Tab.5), que también tendi6 a ser menor en los animales SAMP8 (Fig.33E y F; efecto
de grupo, p = 0.056, Tab.5). El disparo relativo de la red, sin embargo, disminuy6 significativa-
mente tras la realizacion de ejercicio fisico voluntario (Fig.33B; efecto del tratamiento, Tab.5),
con independencia del grupo estudiado (Fig.334; sin efecto de grupo, Tab.5). Esta disminucion
cobra especial relevancia al considerarse que el disparo relativo aumenté en la transicion de los
5 alos 7 meses de edad (Fig.23(), y sugiere que el ejercicio fisico podria amortiguar los efectos
del envejecimiento sobre la tasa de disparo de la red, si bien no de manera diferencial en los
animales SAMP8 y control. Un efecto parecido pudo observarse en la entropia de los Up states,
que tendi6 a reducirse con la edad en ambos grupos de animales (Fig.25EF) y a aumentar des-
pués de la realizacion de ejercicio fisico (Fig.34E; efecto del tratamiento, Tab.5), si bien siguid
siendo menor en los animales SAMP8 que en los control (Fig.34D; efecto de grupo, Tab.5). La
entropia durante los Down states, sin embargo, no fue modificada por el ejercicio fisico
(Fig.34A4, sin efecto del tratamiento, Tab.5), y sigui6 tendiendo a ser mayor en los animales

SAMPS8 que los control (Fig.34B, efecto de grupo, Tab.5).

La tendencia a la reversion de los efectos de la edad también se produjo en las altas frecuen-
cias contenidas en el Down state (Fig.35), mientras que las altas frecuencias contenidas en el Up
state no fueron moduladas por el ejercicio fisico (datos no mostrados, ver figura 284-D, lineas
solidas). En la transicion de los 5 a los 7 meses de edad la potencia de las altas frecuencias du-
rante el Down state se redujo en los animales SAMP8 y control (Fig.29), y tras la realizacién de
ejercicio fisico voluntario increment6 hasta niveles cercanos a los de los 5 meses de edad, en
todas las areas corticales de los animales control y en las areas corticales posteriores de los
animales SAMP8, aunque las altas frecuencias durante el Down state siguieron presentaron una

potencia menor en los animales SAMP8 que en los control (Fig.354-D).
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Figura 33. Disparo de la red local en los ratones SAMP8 ejercitados. 4, Cy E: disparo relativo
de la red (ver métodos), disparo durante el Down state y disparo durante el Up state, respecti-
vamente, en los animales SAMP8 (verde) y control (negro) sedentarios (barras ralladas) y ejer-
citados (barras blancas), en las cuatro areas corticales. B: comparacion del disparo relativo en-
tre los animales sedentarios y ejercitados, con los grupos control y SAMPS, y las cuatro areas
corticales, promediados. D y F: comparacion del disparo durante el Down state y el disparo du-
rante el Up state, respectivamente, entre los grupos control y SAMPS8, con los animales seden-
tarios y ejercitados, y las cuatro areas corticales, promediados. Las barras y cuadrados repre-
sentan la media, y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé mediante un
ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa de

disparo, del inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 30 y 31.

105



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
5. Resultados

106

—

Figura 35. Contenido en altas frecuencias de los Down states en los ratones SAMP8 ejercitados.
Densidad espectral de potencia durante los Down states en los animales SAMP8 (verde) y su
control (negro), alos 5y los 7 meses de edad (lineas punteadas y rayadas, respectivamente), y
después de la realizacion de ejercicio fisico voluntario en los grupos de 7 meses de edad (lineas
rojas), en las cuatro areas corticales (4-D). La sombra es el SEM. Para las abreviaciones ver las

figuras 30y 31.
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Figura 34. Entropia durante los Up y Down states en los ratones SAMP8 ejercitados. A y C: en-
tropia durante los Down states y durante los Up states, respectivamente, en el modelo SAMP8
(verde) y su control (negro) sedentarios (barras ralladas) y ejercitados (barras blancas), en las
cuatro areas corticales. By D: comparacidn de la entropia durante los Down states y la entropia
durante los Up states, respectivamente, entre los grupos control y SAMPS8, con los animales se-
dentarios y ejercitados, y las cuatro areas corticales, promediados. E: comparacién de la en-
tropia durante los Up states entre los animales sedentarios y ejercitados, con los grupos control
y SAMP8, y las cuatro areas corticales, promediados. Las barras y cuadrados representan la
media, y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA
de medidas repetidas corregido por miultiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abrevia-

ciones ver la figura 30 y 31.
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5.4. Caracterizacion de las oscilaciones lentas cerca de las placas de

B-amiloide en el modelo transgénico de amiloidosis APP/PS1

La acumulacidén del péptido A es una de las principales marcas histopatoldgicas de la AD
(Querfurth and LaFerla, 2010). Si bien se han descrito agregados granulares del péptido ABs2 y
AB4o —-asi como otros fragmentos precursores de AB- en los ratones SAMP8 (Takemura et al,,
1993; Takeda, 1999; Manich et al,, 2011; Cheng et al., 2014), dichos agregados se han reportado
principalmente en el hipocampo (Morley et al., 2000; Del Valle et al., 2010), y no conforman
placas de Af3 hasta los 18 meses de edad (Pallas et al., 2008). Por otro lado, en el modelo 3xTg-
AD se han descrito depdsitos extracelulares de AB en sus formas insolubles a partir de los 15
meses de edad (Oddo et al., 2003a; Oddo et al., 2003b; LaFerla and Oddo, 2005; Oddo et al,,
2006). Sin embargo, al realizar resonancias magnéticas en nuestra muestra de animales control

y 3xTg de 20 meses hallamos escasa evidencia de deposicion amiloide (Fig.36).
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3xTg-AD

Figura 36. Imagenes de reso-
nancia magnética estructural
T2 en un ratén control y 3xTg-
AD de 20 meses de edad. Ima-
genes de resonancia magnética
estructural en un ratén control
(A) y 3xTg-AD (B) mostrando la
presencia de pequeiias hipoin-
tensidades en la corteza, que
podrian corresponder a agre-
gados de la proteina f3-amiloide

(flechas y circulos ptirpura).

i Figura 37. Tracto del
e R ‘ electrodo y placas de §-
amiloide en la corteza de
un ratéon APP/PS1.Ay D:
placas tefiidas con thio-
flavin-S. By E: tractos del
electrodo. € y F: image-
nes superpuestas. La
incrustaciéon en B mues-
tra el electrodo de 16
canales. Los rectangulos
en A-C estidn magnifica-

dos en D-F, respectiva-

mente. Las flechas indi-
can el contacto de algunos electrodos con las placas de de AB. Escala en F: 505 pum en A-C, y 270 pm en

D-F.
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Por ello, y con el objetivo de estudiar la actividad de onda lenta que tiene lugar cerca de las
placas de A, caracterizamos dicha actividad en la corteza del modelo de amiloidosis APP/PS1.
El electrodo de registro fue empapado en el colorante fluorescente lipofilico Dil antes de llevar
a cabo los registros extracelulares, con el fin de visualizar el tracto del electrodo y comparar la
actividad de onda lenta registrada en aquellos electrodos cuya punta colocalizé (n=35), o no

(n=98), con una placa de A (Fig.37).

Aunque se aprecid una tendencia a que la duracién del Up state fuera menor en la vecindad
de las placas de AP (Fig.38D), el analisis estadistico no revel6 ninguna diferencia en cuanto a la
frecuencia de la SO (Fig.38B) ni la duracién de los Down states (Fig.38C). La variabilidad del

ciclo oscilatorio también permaneci6 inalterada entre las dos condiciones (Fig.38E).
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Figura 38. Parametros de la SO en el modelo de amiloidosis APP/PS1. A: registros de LFP cru-

dos (abajo) y filtrados entre los 200 y 1500 Hz (arriba), obtenidos en la corteza prelimbica cer-
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ca de una placa de AB (naranja) y lejos de ella (negro). B, C, Dy E: frecuencia de la SO, duracién
del Down state, duracion del Up state y coeficiente de variacién de la SO, respectivamente, en el
modelo APP/PS1, comparando la actividad que tiene lugar cerca de una placa de Af con la que
tiene lugar lejos de ella. Las barras representan la media y las barras de error son el SEM. El

analisis estadistico se realizé mediante la prueba t de Student para muestras relacionadas.

La disparo de la red durante el Down y el Up state, sin embargo, fue significativamente me-
nor cerca de las placas de Af3 que lejos de ellas (Fig.39B y C, respectivamente), si bien el disparo
relativo permanecid inalterado (Fig.394). Junto con la reduccién del disparo de la red, las osci-
laciones lentas registradas cerca de las placas de A3 presentaron una menor entropia durante
los Down states (Fig.40A), mientras que la entropia de la sefial durante los Up states no difirié

entre las dos condiciones (Fig.40B).

Asimismo, el contenido en altas frecuencias de la actividad de onda lenta registrada cerca de
las placas de AP fue menor que el registrado lejos de ellas. Esta reduccién se produjo entre los
20 y los 55 Hz, y fue especialmente prominente durante los Up states (Fig.414), pudiéndose

apreciar claramente al calcular el Excedente de potencia (ExcP) (Fig.41B).
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Figura 39. Disparo de la red local en el modelo de amiloidosis APP/PS1. 4, By C: disparo rela-
tivo de la red (ver métodos), disparo medio durante el Down state y disparo medio durante el
Up state, respectivamente, en el modelo APP/PS1, comparando la actividad que tiene lugar cer-
ca de una placa de AB (naranja) con la que tiene lugar lejos de ella (negro). Las barras repre-
sentan la media y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante la
prueba t de Student para muestras relacionadas, corregida por multiples comparaciones. * p <

0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate).
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Figura 40. Entropia durante los Up y Down states en el modelo de amiloidosis APP/PS1. Ay B:
entropia durante los Down states y durante los Up states, respectivamente, en el modelo
APP/PS1, comparando la actividad que tiene lugar cerca de una placa de AB (naranja) con la
que tiene lugar lejos de ella (negro). Las barras representan la media y las barras de error son
el SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante la prueba t de Student para muestras rela-

cionadas, corregida por multiples comparaciones. * p < 0.0125.
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Figura 41. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo de amiloidosis
APP/PS1. A: densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas sélidas) y los Down
states (lineas puntadas) en el modelo APP/PS1, comparando la actividad que tiene lugar cerca
de una placa de AB (naranja) con la que tiene lugar lejos de ella (negro). B: excedente de po-
tencia (ExcP) durante los Up (lineas sélidas) y Down states (lineas puntadas), entendido como la
proporcion entre la Potencia media durante dichos periodos y el decaimiento exponencial de-

finido por la funcién “1/f". La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbitrarias).
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5.5. Caracterizacion de las oscilaciones lentas en el modelo transgénico
del sindrome X Fragil FmriKO y rescate de las alteraciones mediante la

subexpresion del receptor cannabinoide CB1

El FXS es la principal causa de retraso mental hereditario, y esta provocado por la mutacién
del gen FMR1 que codifica la proteina FMRP (Verkerk et al.,, 1991), implicada en la regulacion
de la conectividad sindptica (Contractor et al., 2015). Los pacientes con FXS presentan déficits
cognitivos, hiperresponsividad a los estimulos sensoriales (Frankland et al., 2004) y una mar-
cada tendencia a sufrir crisis epilépticas (Hagerman and Stafstrom, 2009), caracteristicas que
son reproducidas por el modelo transgénico FmriKO (Chen and Toth, 2001; Spencer et al,,
2005; Kazdoba et al., 2014). Se ha descrito una elongaciéon de los Up states en el modelo
FmriKO (Gibson et al,, 2008; Hays et al, 2011; Westmark et al,, 2016); sin embargo, dichos
trabajos se han realizado en la corteza somatosensorial de animales en periodo de desarrollo, y
no han llevado a cabo una caracterizacién detallada de otras areas corticales y parametros de la
SO. Con el objetivo de evaluar cémo se reflejan en la actividad cortical emergente la hiperexci-
tabilidad cortical y déficits cognitivos que presenta el modelo FmriKO a la edad adulta, se ca-
racterizo la actividad de onda lenta en animales Fmr1KO de 5 meses. Puesto que se han descrito
diferencias en el fenotipo de los animales Fmr1KO dependiendo de su fondo genético (Paradee
et al,, 1999; Dobkin et al., 2000; Spencer et al., 2011), la caracterizacion de la SO se realiz6 en
animales Fmr1KO con los fondos C57BL/6] y FVB.129. Asimismo, se evalu6 el potencial de la
subexpresion del receptor cannabinoide CB1 para restaurar las alteraciones presentes en los
animales Fmr1KO, tratamiento que ya ha demostrado efectos beneficiosos sobre varios de los
sintomas principales de la enfermedad en dicho modelo (Busquets-Garcia et al., 2013; Gomis-
Gonzalez et al., 2016). La caracterizacion realizada en ambos fondos genéticos reveld que los
pardmetros de la SO no diferian entre los animales Fmr1KO con fondo FVB.129 y sus controles
y, por ello, el potencial de la subexpresion del receptor CB1 para rescatar las alteraciones se

evalud solo en los animales Fmr1KO con fondo genético C57BL/6].
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5.5.1. Parametros de la oscilacion lenta en el modelo del Sindrome X Fragil FmriKO con

fondo genético C57BL/6]

Los animales Frm1KO difirieron de los control en la practica totalidad de los parametros
evaluados, y la subexpresion del receptor cannabinoide CB1 (de ahora en adelante “tratamien-
to”) fue efectiva en cancelar o atenuar las diferencias entre ellos. Asimismo, la gran mayoria de
pardmetros de la SO fueron modulados por el tratamiento en direcciones opuestas dependien-
do del grupo, apuntando a una clara interaccién entre la funcién del gen FMR1 y el sistema can-

nabinoide mediado por el receptor CB1 (interacciones grupo*tratamiento, Tab.6).

La frecuencia media de la SO fue significativamente mayor en los animales Fmr1KO que en
los control, en las cuatro areas corticales estudiadas (Fig.42A y B). El tratamiento fue efectivo
reduciendo la frecuencia oscilatoria en los animales Fmr1KO, anulando las diferencias entre los
animales control y FmriKO no tratados, mientras que tuvo el efecto contrario en los animales

control (Fig.42C; interaccién grupo*tratamiento, Tab.6).
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Figura 42. Frecuencia de la SO en el modelo Fmr1KO con fondo genético C57Bl/6]. A: registros
de LFP crudos obtenidos en la corteza prelimbica de un ratén Fmri1KO (azul) y su control (ne-
gro) sin tratar (izquierda), y un ratén Fmr1KO y su control tratados -heterocigotos para el re-
ceptor cannabinoide CB1- (derecha). B: frecuencia media de la SO en el modelo FmriKO y su
control sin tratar (barras sélidas), y tratados -heterocigotos para el receptor cannabinoide

CB1- (barras ralladas), en las cuatro areas corticales. C: comparacién de la frecuencia media de
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la SO entre los animales control y Fmr1KO sin tratar y tratados, con las cuatro areas corticales

promediadas. Las barras y cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El

analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multi-

ples comparaciones. * p < 0.0125. Wt (control), KO (FmriKO). Ctrl (control para el receptor

CB1), CB1 (heterocigoto para el receptor CB1). PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1

(corteza motora primaria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual prima-

ria).
Factor intra Factor inter Factor inter Interacciones
area cortical grupo tratamiento
F tamarno del tamario del tamafio del Tino F tamarno del
efecto (n2) efecto (2) efecto (2) P P efecto (2)
;"
SOfrec. 2897 0039 0083 10437  0.003  0.246 1.23 0.276 0.37 srupo 12529 0.001  0.281
tratamiento
E—
Updur. 6977 <0.0001  0.179 466 0038 0127 0215 0646 0007 T EWO 635 0001 0163
"
Downdur. 4629 0005 0126 12.97  0.001 0.288 0011 0919  <0.0001 5P 6.829 0014 0176
tratamiento
E—
CVSO 13342 <0.0001  0.294 176 0194 0052 084 0366 0026 0 EWO 5719 0001 0152
"
SOprop. 1134  0.306 0.08 1.05 0324 0075 0287  0.601 0.022 srupo 8437 0012 039
tratamiento
*
FRUp 0556 0645  0.017 7122 0012 0.182 7534 001 0.191 grt'npi‘;n‘;m 14104 0001  0.306
FRDown 0615  0.607  0.019 6972 0013 0179 6058 0019 0159
;.
FRrel 7.879  <0.0001  0.198 0651  0.426 0.02 0576  0.453 0.018 Brupo 16516  <0.0001  0.34
tratamiento
E—
UpEntr. 127  <0.0001 0284 3295  0.079 0093  9.007  0.005 022 70 BP0 9392 <0.0001 0227
DownEntr. 10.359 <0.0001  0.245 10365  0.003  0.245 0759 039 0.023

Tabla 6. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en el modelo Fmr1KO con fondo genético

C57Bl/6], en el que se fijo el area cortical (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto, y el

grupo (FmriKO y Wt) y el tratamiento (no tratado y heterocigoto para CB1) como variables

entre-sujetos.

El aumento de la frecuencia oscilatoria en los animales Fmr1KO estuvo provocado por un

acortamiento significativo de los Down states y de los Up states respecto a los animales control

(Fig.43Ay C, respectivamente). El tratamiento aument6 la duracién del Down state en las cuatro

areas corticales de los ratones Fmri1KO, atenuando las diferencias entre los animales control y

Fmr1KO no tratados, mientras que tuvo el efecto contrario en los animales control, tendiendo a

reducir la duracién del Down state (Fig.43B; interaccién grupo*tratamiento, Tab.6). El mismo

patron pudo observarse respecto al Up state, cuya duraciéon aumentd de manera significativa en
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los animales Fmr1KO tratados, cancelando las diferencias entre los animales control y Fmr1KO
no tratados (Fig.43C y D). El aumento de la duracion del Up state provocado por el tratamiento
fue menos acusado en la corteza prelimbica de los animales Fmr1KO y, de nuevo, dicho trata-
miento tuvo el efecto contrario en los animales control, tendiendo a reducir la duracién del Up

state (Fig.43D; interaccion drea cortical*grupo*tratamiento, Tab.6).
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Figura 43. Duracién de los Up y Down states en el modelo Frm1KO con fondo genético
C57Bl/6]. A y C: duracidén media de los Down y Up states, respectivamente, en el modelo
Fmr1KO (azul) y su control (negro) sin tratar (barras sélidas), y tratados -heterocigotos para el
receptor cannabinoide CB1- (barras ralladas), en las cuatro areas corticales. B: comparacion de
la duracién de los Down states entre los animales control y Fmr1KO sin tratar y tratados, con
las cuatro areas corticales promediadas. D: efecto del tratamiento sobre la duracién de los Up
states en las cuatro areas corticales de los animales control y Fmr1KO. Las barras y cuadrados
representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé me-
diante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125.

Para las abreviaciones ver la figura 42.

Junto con el aumento de la frecuencia oscilatoria, los animales Fmr1KO presentaron una

disminucioén del coeficiente de variacion de la SO respecto a los animales control (Fig.44A). Esta
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diferencia fue revertida por el tratamiento en las areas corticales posteriores, mientras que en
las areas corticales anteriores fue menos efectivo, atenuando las diferencias entre los animales
control y Fmr1KO no tratados en el d&rea motora primaria y no teniendo ningtn efecto significa-
tivo en el area prelimbica. Del mismo modo que sucedié en los parametros anteriormente cita-
dos, el tratamiento tuvo el efecto contrario en los animales control, reduciendo el coeficiente de

variacion de la SO (Fig.44B; interaccién drea cortical*grupo*tratamiento, Tab.6).
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Figura 44. Coeficiente de variacién de la SO en el modelo FmriKO con fondo genético
C57BIl/6]. A: coeficiente de variacién de la SO en el modelo Fmr1KO (azul) y su control (negro)
sin tratar (barras sdlidas), y tratados -heterocigotos para el receptor cannabinoide CB1- (ba-
rras ralladas), en las cuatro areas corticales. B: efecto del tratamiento sobre el coeficiente de
variacion de la SO en las cuatro areas corticales de los animales control y Fmr1KO. Las barras y
cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p <

0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 42.

La interaccion mas potente entre el silenciamiento del gen Fmr1 y el sistema cannabinoide
se dio sobre el disparo relativo de la red. Los animales Fmr1KO tendieron a presentar una dis-
minucion del disparo relativo en relacidn a los control, diferencia que se revirti6 en los anima-
les Fmr1KO tratados (Fig.45A y B), mientras que el tratamiento tuvo el efecto opuesto en los
animales control: la disminucién significativa del disparo relativo (Fig.45B; interaccién gru-
po*tratamiento, Tab.6). Aunque la tendencia a que el disparo durante el Up state fuera menor
(Fig.45F y G) contribuy6 a la reduccion del disparo relativo en los animales Fmr1KO respecto a

los control, dicha reduccién estuvo fundamentalmente provocada por el aumento del disparo
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durante el Down state (Fig.45C y D; efecto de grupo, Tab.6). El tratamiento tendi6 a reducir el
disparo durante el Down state con independencia del grupo estudiado (Fig.45E; efecto del tra-
tamiento, Tab.6), mientras que durante el Up state tendié a aumentarlo en los animales
Fmr1KO, pero lo redujo significativamente en los animales control (Fig.45F y G; interaccién
grupo*tratamiento, Tab.6). Como consecuencia de lo anterior, el tratamiento incrementé el

disparo relativo en los animales Fmr1KO, pero lo redujo en los animales control.
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Figura 45. Disparo de la red local en el modelo Fmr1KO con fondo genético C57Bl/6]. A, Cy F:
disparo relativo de la red (ver métodos), disparo medio durante los Down states y disparo me-
dio durante los Up states, respectivamente, en el modelo Fmr1KO (azul) y su control (negro)
sin tratar (barras sdlidas), y tratados -heterocigotos para el receptor cannabinoide CB1- (ba-
rras ralladas), en las cuatro areas corticales. By G: comparacion del disparo relativo y el dispa-

ro durante el Up state, respectivamente, entre los animales control y Fmr1KO sin tratar y trata-
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dos, con las cuatro areas corticales promediadas. D: comparacién del disparo durante el Down
state entre los animales control y Fmr1KO, con los grupos tratados y no tratados, y las cuatro
areas corticales, promediados. E: comparacién del disparo durante el Down state entre los
animales tratados y sin tratar, con los grupos control y FmriKO, y las cuatro areas corticales,
promediados. Las barras y cuadrados representan la media, y las barras de error son el SEM. El
analisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multi-
ples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para otras abre-

viaciones ver la figura 42.

El hecho de que los animales Fmr1KO presentaran un mayor disparo durante el Down state
que los animales control podria explicar la menor duracién de sus Down states y el consecuente
aumento de su frecuencia oscilatoria (Compte et al,, 2003; Sanchez-Vives et al., 2017b). En apo-
yo de esta idea, el disparo de la red durante el Down state correlacioné negativamente con la
duracion del mismo y positivamente con la frecuencia de la SO, en los dos grupos de animales e
independientemente del tratamiento (Fig.45A4 y B). Sin embargo, la modulacién de la duraciéon
del Down state por parte de su disparo fue baja en los animales Fmr1KO no tratados (Fig.454,
izquierda), sugiriendo que la mayor frecuencia de generaciéon de un Up state en dichos animales
podria ser menos dependiente de este mecanismo de red que en los animales control, mientras
que en los animales Fmr1KO tratados el grado de correlacion entre el disparo durante el Down
state y la duraciéon del Down state fue el mismo que el de los animales control no tratados

(Fig.454).

A pesar del aumento del disparo de la red, la entropia de la sefial durante el Down state fue
menor en los animales Fmr1KO que en los control (Fig.47B; efecto de grupo, Tab.6), y no fue
modulada por el tratamiento en ninguno de los dos grupos (Fig.474; sin efecto del tratamiento,
Tab.6). Por el contrario, la entropia de la sefial durante los Up states fue mayor en los animales
Fmr1KO que en los control (Fig.47C), y el tratamiento tendid a reducirla atenuando dichas dife-
rencias, mientras que la aumentd significativamente en los animales control tratados. Estos
cambios se produjeron en todas las areas corticales excepto en la corteza somatosensorial pri-
maria, en la que no se apreciaron diferencias entre grupos ni antes ni después del tratamiento,
si bien se observé una tendencia a que el tratamiento aumentara la entropia de los Up states en

los dos grupos de animales (Fig.47D; interaccion drea cortical*grupo*tratamiento, Tab.6).
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Figura 46. Correlacion entre el disparo de la red durante el Down state, la duracidon del Down
state y la frecuencia de la SO en el modelo Fmr1KO con fondo genético C57BI/6]. A: correlaciéon
entre la duracién del Down state y el disparo del Down state en el modelo FmriKO (azul) y su
control (negro), sin tratar (columna de la izquierda) y heterocigotos para el receptor cannabi-
noide CB1 (columna de la derecha). B: igual que en 4, correlacionando la frecuencia de la SO y
el disparo del Down state. Las correlaciones se calcularon mediante el coeficiente de correla-
cion de Pearson, tomando los ultimos 200 segundos de sefial para cada animal y area cortical

(ver métodos). Para las abreviaciones ver la figura 42.

En concordancia con los resultados obtenidos en el resto de modelos, los Up states se propa-
garon preferentemente en la direccién anteroposterior (Fig.14, derecha) (Massimini et al.,
2004), con independencia del grupo y el tratamiento (66.3% de ondas propagadas en la direc-
cién anteroposterior y 33.7% en la posteroanterior). A pesar de que los animales FmriKO ten-
dieron a presentar una menor velocidad de propagacién del Up state, las diferencias entre estos
y los animales control no fueron significativas. Aun asi, el tratamiento tendi6 a aumentar la

velocidad de propagacién en los animales Fmr1KO hasta valores mas cercanos a los de los ani-
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males control, mientras que en los animales control el tratamiento tendi6 a disminuir la veloci-

dad de propagacion (Fig.48A4 y B; interaccion grupo*tratamiento, Tab.6).
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Figura 47. Entropia durante los Up y Down states en el modelo Fmr1KO con fondo genético
C57Bl/6]. Ay C: entropia durante los Down states y durante los Up states, respectivamente, en
el modelo FmriKO (azul) y su control (negro) sin tratar (barras sélidas), y tratados -
heterocigotos para el receptor cannabinoide CB1- (barras ralladas), en las cuatro areas cortica-
les. B: comparaciéon de la entropia durante los Down states entre los animales control y
Fmr1KO, con los grupos tratados y no tratados, y las cuatro areas corticales, promediados. D:
efecto del tratamiento sobre la entropia de los Up states en las cuatro areas corticales de los
animales control y Fmr1KO. Las barras y cuadrados representan la media, y las barras de error
son el SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de medidas repetidas corre-

gido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver la figura 42.
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Figura 48. Velocidad de propagacion del Up state en el modelo Fmr1KO con fondo genético
C57Bl/6]. A: velocidad de propagacion del Up state en el modelo FmriKO (azul) y su control
(negro) sin tratar (barras sdlidas), y tratados -heterocigotos para el receptor cannabinoide
CB1- (barras ralladas), en dos areas corticales. B: comparacion de la velocidad de propagacion
del Up state entre los animales control y Fmr1KO, con los grupos tratados y no tratados, y las
cuatro areas corticales, promediados. Las barras y cuadrados representan la media, y las ba-
rras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de medidas re-
petidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. Para las abreviaciones ver la fi-

gura 42.

5.5.2. Diferencias entre areas corticales en el modelo del Sindrome X Fragil FmriKO con

fondo genético C57BL/6]

Aunque el andlisis estadistico arrojé un efecto significativo del area cortical en la frecuencia
de la SO del modelo Fmr1KO, dicha frecuencia no difiri6 entre areas (Fig.494; efecto del area
cortical, Tab.6). Sin embargo, y coincidiendo con los resultados obtenidos en el modelo SAMP8
(Fig.27B y (), la duracidn del Down state tendi6 a ser menor en las areas corticales anteriores
que en las posteriores (Fig.49B; efecto del area cortical, Tab.6), y el disparo relativo de la red
present6 valores mas bajos en las cortezas motora y somatosensorial primarias que en las cor-
tezas prelimbica y visual primaria (Fig.49C; efecto del area cortical, Tab.6). Las diferencias en-
tre areas corticales relativas a la entropia durante el Down state fueron las mas consistentes
entre todos los modelos estudiados: dicha entropia fue mayor en la corteza prelimbica del mo-
delo FmriKO que en el resto de areas (Fig.49D; efecto del area cortical, Tab.6), y el mismo

patron pudo observarse en los animales 3xTg-AD (Fig.17F) y SAMP8 (Fig.27E).
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Figura 49. Parametros de la SO que difieren entre areas corticales en el modelo Fmr1KO con
fondo genético C57Bl1/6]. A-D: frecuencia de la SO, duracién del Down state, disparo relativo de
la red (ver métodos) y entropia durante el Down state, respectivamente, en las cuatro areas cor-
ticales, con los animales control y Fmr1KO, tratados y no tratados, promediados. Las barras re-
presentan la media y las barras de error son el SEM. El analisis estadistico se realizé6 mediante
un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa

de disparo, del inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 42.

5.5.3. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo del Sindrome

X Fragil Fmr1KO con fondo genético C57BL/6]

El contenido en altas frecuencias de los Up y Down states no present6 diferencias sustancia-
les entre los animales Fmr1KO y control. El perfil espectral de ambos grupos mostré un notable
solapamiento durante los Up states (Fig.50A-D, lineas sélidas y E-H), si bien durante los Down
states se pudo apreciar una tendencia a que los animales Fmr1KO presentaran un aumento de
potencia entre los 30 y los 100 Hz (Fig.504-D, lineas punteadas), aumento consistente con la
mayor disparo de la red durante los Down states en dichos animales (Fig.45D). Como en el resto
de parametros descritos, el tratamiento tuvo un efecto diferencial en los dos grupos de anima-
les: en los Fmr1KO aumenté la sincronizacién de la actividad de alta frecuencia, especialmente
durante los Up states y en las cortezas somatosensorial y visual primarias (Fig.50E-H), mientras
que en los animales control tendid a reducirla, especialmente en la corteza prelimbica y soma-

tosensorial primaria (Fig.51).
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Figura 50. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo Fmr1KO con
fondo genético C57Bl/6]. A-D: densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas sdli-
das) y los Down states (lineas punteadas) en el modelo Fmr1KO (azul claro), su control (negro)
y el modelo Fmr1KO tratado -heterocigoto para el receptor cannabinoide CB1- (azul oscuro),
en las cuatro areas corticales. E-H: excedente de potencia (ExcP) durante los Up states, enten-
dido como la proporcion entre la Potencia media durante los Up states y el decaimiento expo-
nencial definido por la funcién “1/f’, en las cuatro areas corticales. Las lineas verticales indican
el pico de sincronizacién. Las flechas indican el pico de sincronizacién en los grupos que no
quedan visibles. La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbitrarias). Para otras abreviaciones ver

la figura 42.

En concordancia con lo descrito en el resto de modelos, y con independencia del grupo es-

tudiado, la amplitud del pico de sincronizaciéon durante los Up states fue mayor en la corteza
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prelimbica que en el resto de areas corticales (Ruiz-Mejias et al., 2011), y presenté una modula-
cién centrada en los 45-55 Hz (Fig.50E) que también pudo observarse en la corteza motora
primaria, aunque de manera menos evidente (Fig.50F). Sin embargo, en las cortezas somato-
sensorial y visual primarias estas modulaciones estuvieron practicamente ausentes (Fig.50G-
H), y sus picos de sincronizacién no pudieron apreciarse con claridad, tampoco al calcular el
Excedente de potencia (ExcP). Asimismo, los picos de sincronizacion de las cortezas prelimbica
y motora primaria se produjeron a frecuencias mas elevadas que los de las cortezas somatosen-
sorial y visual primarias, en todos los grupos estudiados (Fig.50E-H, lineas verticales). La ten-
dencia a que dichos picos de sincronizacion reflejaran los cambios en la duracién del Up state
también se encontr6 en el modelo Fmr1KO: con independencia del area cortical, los picos de
sincronizacién tendieron a producirse a frecuencias mas elevadas en los animales Fmr1KO que
en los control, y a desplazarse hacia las bajas frecuencias en los animales Fmri1KO tratados

(Fig.50E-H), pero hacia las altas frecuencias en los animales control tratados (Fig.51E-H).
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5.5.4. El silenciamiento del gen Fmr1 modula los parametros de la oscilacion lenta de
manera dependiente del fondo genético: parametros de la oscilacién lenta en el modelo

del Sindrome X Fragil Fmr1KO con fondo genético FVB.129

A excepcion de las altas frecuencias contenidas en el Down state, los animales Fmr1KO con
fondo genético FVB.129 no difirieron de los animales control en ninguno de los parametros
estudiados (Tab.7). La frecuencia de la SO, que fue mayor en los animales Fmr1KO con fondo
genético C57BL6] que en sus controles (Fig.42By C), no difiri6 entre grupos cuando el gen Fmr1
fue silenciado en animales con fondo genético FVB.129 (Fig.52B; sin efecto de grupo, Tab.7). La
duracion del Down state y la duracion del Up state también permanecieron inalteradas (Fig.52C
y D, respectivamente; sin efecto de grupo, Tab.7), y el coeficiente de variacion de la SO, que fue
menor en los animales Fmr1KO con fondo genético C57BL6] que en sus controles (Fig.44A y B),
tampoco presento6 ninguna diferencia respecto a los controles en los animales con fondo genéti-
co FVB.129 (Fig.52E; sin efecto de grupo, Tab.7). Sin embargo, y a pesar de que no se detectaron
diferencias significativas entre grupos, se pudo apreciar una tendencia a que en las cortezas
prelimbica y motora primaria los animales FmriKO con fondo genético FVB.129 difirieran de
los controles en la misma direccion en la que lo hicieron los animales con fondo C57BL6]J, con
una tendencia a presentar una mayor frecuencia oscilatoria, y una menor duraciéon del Down

state y del Up state.

H

Figura 51. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en los ratones control
(C57BL/6]) del modelo Fmr1KO tratados. A-D: densidad espectral de potencia durante los Up
states (lineas sélidas) y los Down states (lineas punteadas) en los ratones control sin tratar (ne-
gro) y tratados -heterocigotos para el receptor cannabinoide CB1- (gris), en las cuatro areas
corticales. E-H: excedente de potencia (ExcP) durante los Up states, entendido como la propor-
cién entre la Potencia media durante los Up states y el decaimiento exponencial definido por la
funcién “1/f’, en las cuatro areas corticales. Las lineas verticales indican el pico de sincroniza-
cién. La flecha indica el pico de sincronizacién en el grupo que no queda visible. La sombra es

el SEM. a.u. (unidades arbitrarias). Para otras abreviaciones ver la figura 42.
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Factor intra

Factor inter

area cortical grupo

F . ta@aﬁo del b mmaﬁo del

efecto (n2) efecto (n2)
SO frec. 1.683 0.19 0.133 0.078 0.785 0.007
Updur. 1929 0.144 0.149 1.051 0.327 0.087
Down dur. 1.658 0.195 0.131 0.534 0.48 0.046
CVSO  0.95 0.428 0.079 0.015 0.903 0.001
SO prop. 4.332 0.071 0.351 2.078 0.187 0.206
FRUp 11.246 <0.0001 0.506 0.074 0.79 0.007
FR Down 0.934 0.435 0.078 0.504 0.493 0.044
FRrel 26.158 <0.0001 0.704 0.841 0.379 0.071
Up Entr. 1451 0.246 0.117 0.135 0.72 0.012
Down Entr.  9.335 <0.0001 0.459 1.574 0.236 0.125

Tabla 7. Resultado del ANOVA de medidas repetidas en el modelo Fmr1KO con fondo genético

FVB.129, en el que se fijé el area cortical (PrL, M1, S1 y V1) como variable intra-sujeto, y el

grupo (Fmr1KO y Wt) como variable entre-sujetos, con el que no se encontrd ninguna diferen-

cia significativa entre grupos, ni ninguna interaccion significativa entre el area cortical y el

grupo.
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De manera similar, no se detectaron diferencias significativas entre grupos en los parame-
tros relacionados con el disparo de la red local (sin efecto de grupo, Tab.7), pero se apreci6é una
tendencia a que los animales Fmr1KO con fondo genético FVB.129 difirieran de los controles en
la misma direccion en la que lo hicieron los animales con fondo genético C57BL6] (Fig.45), en
este caso en todas las areas corticales. El disparo relativo de la red tendi6 a ser menor en los
animales Fmr1KO que en los controles (Fig.534), con una tendencia a presentar un aumento del
disparo durante el Down state (Fig.53B), y una disminucioén del disparo durante el Up state
(Fig.530).

Coincidiendo con los cambios detectados en los animales con fondo C57BL6] (Fig.47A y B),
la entropia de la sefal durante el Down state tendié a ser menor en los animales Fmr1KO con
fondo genético FVB.129 que en los control (Fig.54A4), si bien las diferencias entre grupos no
fueron significativas (sin efecto de grupo, Tab.7). La entropia de la sefial durante el Up state, sin
embargo, present6 valores practicamente idénticos entre los dos grupos (Fig.54B; sin efecto de
grupo, Tab.7), mientras que fue mayor en los animales con fondo C57BL6] fue mayor en el gru-
po FmriKO que en el control, en todas las areas corticales excepto la corteza somatosensorial

primaria (Fig.47Cy D).

<«—

Figura 52. Frecuencia de la SO en el modelo FmriKO con fondo genético FVB.129. A: registros
de LFP crudos obtenidos en la corteza prelimbica de un ratén Fmr1KO con fondo genético
FVB.129 (azul) y su control (negro). B-E: frecuencia media de la SO, duracidn del Down state,
duracion del Up state y coeficiente de variacion de la SO, respectivamente, en el modelo
Fmr1KO con fondo genético Fvb.129 y su control, en las cuatro areas corticales. Las barras re-
presentan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante
un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones, que no arroj6 ningu-
na diferencia significativa entre grupos. Wt (control), KO (Fmr1KO). PrL (corteza prelimbica o
prefrontal medial), M1 (corteza motora primaria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1

(corteza visual primaria).

127



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
5. Resultados

>

- N
a N W

FR maximo relativo
(Up state/Down state)

=

PrL

W

M1

Sin efecto del area cortical, p = 0.43

Sin efecto de grupo, p = Q.49

FR del Down state

PrL M1 S1

V1

Efecto del area cortical, p < 0.0001
Sin efecto de grupo, p = 0.37

(@)

FR del Up state

W WT (Fvb.129)
I KO (Fvb.129)

S1 V1

o
o

Efecto del area cortical, p < 0.0001
in efecto de grupo, p =0.79

D

o
3

o

~
]

V1

PrL M1 S1

Figura 53. Disparo de la red local en el modelo Fmr1KO con fondo genético FVB.129. A-C: dis-

paro relativo de la red (ver métodos), disparo durante el Down state y disparo durante el Up

state, respectivamente, en el modelo Fmr1KO con fondo genético Fvb.129 (azul) y su control

(negro), en las cuatro areas corticales. Las barras representan la media, y las barras de error

son el SEM. El analisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corre-

gido por multiples comparaciones, que no arroj6 ninguna diferencia significativa entre grupos.

FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para otras abreviaciones ver la figura 52.
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Figura 54. Entropia durante los Up y Down states en el modelo FmriKO con fondo genético

FVB.129. A y B: entropia durante los Down states y durante los Up states, respectivamente, en

el modelo Fmr1KO con fondo genético Fvb.129 (azul) y su control (negro), en las cuatro areas

corticales. Las barras representan la media, y las barras de error son el SEM. El andlisis estadis-

tico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparacio-
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nes, que no arroj6 ninguna diferencia significativa entre grupos. Para las abreviaciones ver la

figura 52.

En concordancia con los resultados obtenidos en el resto de modelos, los Up states de los
animales con fondo genético FVB.129 se propagaron preferentemente en la direccion antero-
posterior (Fig.14, derecha) (Massimini et al.,, 2004), con independencia del grupo estudiado, y
con porcentajes de propagacion anteroposterior y posteroanterior (76.3% vs. 23.7%, respecti-
vamente) similares a los reportados en los animales con fondo genético C57BL6]J. Como en
dichos animales, la velocidad de propagacién no difiri6 entre los animales FmriKO y control
(Fig.55; sin efecto de grupo, Tab.7), si bien en los ratones Fmr1KO con fondo C57BL6] se apre-
ci6 una tendencia a que los Up states se propagaran a una velocidad menor (Fig.484 y B), que no

pudo observarse en el caso de los animales con fondo FVB.129.

>
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Sin efecto del & rtical, p = 0.07 R T (Ehit20)
In efecto del area cortical, p = 0.
Sin efecto de grupo, p = 0.18 . L ligas
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del Up State (mm/s)
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PrL M1

Figura 55. Velocidad de propagacion del Up state en el modelo FmriKO con fondo genético
FVB.129. A: velocidad de propagacion del Up state en el modelo Fmr1KO con fondo genético
Fvb.129 (azul) y su control (negro), en dos areas corticales. Las barras representan la media, y
las barras de error son el SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medi-
das repetidas corregido por multiples comparaciones, que no arrojé ninguna diferencia signifi-

cativa entre grupos. Para las abreviaciones ver la figura 52.
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5.5.5. Diferencias entre areas corticales en el modelo del Sindrome X Fragil FmriKO con

fondo genético FVB.129

Los parametros de la SO en los que se detectaron diferencias entre areas corticales no fue-
ron los mismos en los animales con fondo C57BL6] que FVB.129. Atn asi, ambos fondos coinci-
dieron en las diferencias sobre disparo relativo de la red, que fue mayor en las areas prelimbica
y visual primaria que en el resto de ellas, y present6 su valor mas bajo en la corteza somatosen-
sorial primaria (Fig.564; efecto del area cortical, Tab.7), también en linea con lo apuntado en el
modelo SAMP8 (Fig.27C). En los animales con fondo FVB.129, sin embargo, el disparo de la red
durante el Up state difiri6 entre areas corticales, siendo mayor en la corteza prelimbica que en
el resto de ellas (Fig.56B; efecto del area cortical, Tab.7). Este patrén de cambios entre areas
corticales es opuesto al que se encontré en el modelo 3xTg-AD, en el que el disparo durante el
Up state fue menor en las areas corticales anteriores que en las posteriores (Fig.17E).

Aunque en el resto de modelos caracterizados la entropia de la sefial durante el Down state
fue mayor en la corteza prelimbica que en las areas corticales primarias (Figs.17F, 27E y 49D),
la entropia de la corteza prelimbica durante el Down state en los animales con fondo FVB.129

fue la mas baja de las cuatro areas estudiadas (Fig.56C; efecto del area cortical, Tab.7).

>
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FR méaximo relativo
(Up state/Down state)
FR del Up state
s
Entropia del Down state

PrL M1 S1 W1 PrL M1 81 V1 PrL M1 S1 V1

Figura 56. Pardmetros de la SO que difieren entre areas corticales en el modelo Fmr1KO con
fondo genético FVB.129. A-D: disparo relativo de la red (ver métodos), disparo durante el Up
state y entropia durante el Down state, respectivamente, en las cuatro areas corticales, con los
animales control y FmriKO promediados. Las barras representan la media y las barras de
error son el SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas
corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing ra-

te). Para otras abreviaciones ver la figura 52.
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5.5.6. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo del Sindrome

X Fragil Fmr1KO con fondo genético FVB.129

La tnica diferencia entre los animales Fmr1KO y control con fondo genético FVB.129 se en-
contr6 en las altas frecuencias contenidas en el Down state, diferencias que no fueron consis-
tentes con las observadas en los ratones con fondo C57BL6]. Mientras que en los segundos el
grupo Fmr1KO tendi6 a presentar un aumento de potencia entre los 30 y los 100 Hz durante el
Down state (Fig.50A-D, lineas punteadas), en el caso de los animales con fondo FVB.129 dicha
potencia aparecié reducida respecto a los animales control, en las cuatro areas corticales
(Fig.57A-D, lineas punteadas). Asimismo, en los animales con fondo genético FVB.129 la poten-
cia de las altas frecuencias durante el Up state en la corteza visual fue mayor en los animales
Fmr1KO que en los control (Fig.57D y H), mientras que en los animales con fondo C57BL6] no

se produjeron diferencias entre grupos durante dichos periodos (Fig.50E-H).

A diferencia del resto de modelos estudiados, en los animales con fondo genético FVB.129
las modulaciones de las cortezas somatosensorial y visual primarias fueron mas acusadas y
formaron picos de sincronizacion mucho mas evidentes, similares a los observados en las cor-
tezas prelimbica y motora primaria (Fig.57E-H). También en contradiccion con lo descrito en el
resto de modelos, la amplitud del pico de sincronizacién de la corteza prelimbica fue menor que
la del resto de areas (Fig.57E-H), si bien dicha amplitud fue mayor que la de los modelos 3xTg-
AD (Fig.18), SAMP8 (Fig.28) y FmriKO con fondo C57BL6] (Fig.50), también en el resto de cor-
tezas. Por otro lado, los picos de sincronizacion de las cortezas prelimbica y motora primaria
tendieron a producirse a frecuencias mayores que en las cortezas somatosensorial y visual
primarias, siendo una propiedad muy consistente entre todos los modelos descritos (Fig.57E-H,
lineas verticales). Sin embargo, los picos de sincronizacién de los animales Fmr1KO con fondo
genético FVB.129 aparecieron desplazados hacia las bajas frecuencias en relaciéon a los anima-
les control, no guardando ninguna relacién con las diferencias relativas a la duracién del Up
state, pues dicha duracién tendi6 a ser menor en los animales Fmr1KO, o a no presentar dife-
rencias entre grupos (Fig.53D). Ello demuestra que la tendencia a que los picos de sincroniza-
cion de las altas frecuencias reflejaran los cambios en la duracién del Up state en el resto de

modelos no es un artefacto fruto del método de analisis utilizado.
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Figura 57. Contenido en altas frecuencias de los Up y Down states en el modelo Fmr1KO con

fondo genético FVB.129. A-D: densidad espectral de potencia durante los Up states (lineas soli-

das) y los Down states (lineas punteadas) en los ratones Fmr1KO con fondo genético Fvb.129

(azul) y su control (negro), en las cuatro areas corticales. E-H: excedente de potencia (ExcP)

durante los Up states, entendido como la proporcién entre la Potencia media durante los Up

states y el decaimiento exponencial definido por la funcién “1/f”, en las cuatro areas corticales.

Las lineas verticales indican el pico de sincronizacidn. La sombra es el SEM. a.u. (unidades arbi-

trarias). Para otras abreviaciones ver la figura 52.
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6. DISCUSION

6.1. Oscilaciones lentas en la red cortical alterada

La sincronizacién de la actividad oscilatoria es una propiedad emergente de la red cortical,
que refleja la integracion entre las propiedades intrinsecas de las neuronas y las propiedades
sindpticas del circuito al que pertenecen (Buzsdki and Draguhn, 2004; Buzsaki, 2006; Alford
and Alpert, 2014). Cuando dichas propiedades se encuentran significativamente alteradas,
siendo este el caso de los modelos de la Enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s
disease) y el sindrome X Fragil (FXS, del inglés Fragile X Syndrome) caracterizados a lo largo de
esta tesis, la sincronizacion de la actividad oscilatoria presenta anormalidades (Artieda et al,,
2009). En este trabajo se han identificado estas anormalidades utilizado la oscilacién lenta (SO,
del inglés slow oscillation) que emerge durante el suefio de onda lenta (SWS, del inglés slow-
wave sleep) y bajo ciertos tipos de anestesia como paradigma para estudiar la funcién cortical
(Sanchez-Vives and Mattia, 2012, 2014; Sanchez-Vives et al.,, 2017a). La SO es un ritmo genera-
do y mantenido por la corteza (Steriade et al.,, 1993b; Timofeev and Steriade, 1996; Timofeev et
al,, 2000) mediante la interaccion entre la reverberacion sinaptica de la red y mecanismos de
adaptacién dependientes de actividad (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al,,
2003; Mattia and Sanchez-Vives, 2012), y se caracteriza por la presencia de periodos de intensa
actividad sinaptica y disparo neuronal, o Up states, que se alternan con periodos practicamente
silentes, o Down states, a una frecuencia igual o inferior a 1 Hz (Steriade et al., 1993a). La SO
puede encontrarse en todas las areas corticales de numerosas especies animales, también en
humanos (Massimini et al, 2004; Csercsa et al.,, 2010), lo que la convierte en un paradigma
adecuado con el que comparar los hallazgos obtenidos en modelos animales de enfermedades y
los obtenidos en pacientes. Asimismo, la actividad persistente que tiene lugar durante el Up
state se ha considerado un modelo del procesamiento cerebral durante el estado de vigilia
(McCormick et al,, 2003; Destexhe et al., 2007), y constituye un escenario en el que puede estu-
diarse la sincronizacion de la actividad neuronal en las bandas de frecuencia beta y gamma
(Steriade et al., 1996; Compte et al., 2008), ritmos que han sido extensamente relacionados con
funciones cognitivas superiores (Wang, 2010), asi como el balance entre la excitaciéon y la in-

hibiciéon (Haider et al.,, 2006; Compte et al., 2009; Mann et al., 2009), cuya alteracidon se ha rela-
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cionado con varias condiciones patoldgicas (Kehrer et al., 2008; Gogolla et al., 2009; Lopantsev
etal, 2009). Puesto que la SO se comporta como una onda que se propaga a lo largo de la corte-
za mediante las conexiones cortico-corticales (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et
al,, 2003; Wester y Contreras, 2012), el analisis de las propiedades de dicha propagacién, como
velocidad y direccién, también puede proporcionar informacién valiosa sobre la integridad de
esta conectividad (Mohajerani et al.,, 2013; Capone et al., 2015). Estas propiedades de la SO la
convierten en un paradigma unificado con el que estudiar la funcién cortical, ofreciendo infor-
macioén relevante sobre los parametros de red que estdn alterados en condiciones patolégicas, y
que pueden ser indicativos de las anormalidades subyacentes a nivel celular y sinaptico (Gure-
vicius et al., 2013; Ruiz-Mejias et al., 2016).

Alo largo de esta tesis se ha llevado a cabo una caracterizacién detallada de las oscilaciones
lentas generadas bajo anestesia profunda en las capas infragranulares de diferentes areas cor-
ticales (prelimbica, motora primaria, somatosensorial primaria y visual primaria) de los mode-
los murinos 3xTg-AD, SAMP8 y Fmr1KO. Siguiendo estudios previos (Sanchez-Vives et al., 2010;
Ruiz-Mejias et al,, 2011), diferentes parametros de la actividad oscilatoria fueron cuantificados
y comparados entre dichos modelos y los animales control: la frecuencia de la SO, la duracion
de los Up states y los Down states, el coeficiente de variacion (CV) del ciclo oscilatorio, el disparo
de la red local, 1a direccién y velocidad de propagacién del Up state, 1a entropia de la sefial, y el
contenido en altas frecuencias (beta-gamma) durante los Up states y los Down states. El poten-
cial de campo local (LFP, del inglés local field potential) espontaneo se registré6 de manera si-
multanea en ambos hemisferios para cada area cortical aunque, a excepcion de la entropia de la
sefial durante los Down states en el modelo SAMPS8, que mostré una tendencia a ser mayor en el
hemisferio derecho que en el izquierdo, no se encontraron diferencias significativas entre
hemisferios en el resto de parametros y grupos analizados. Ello indica que los parametros de la
SO presentan muy poca variacién interhemisférica, si bien no puede descartarse que, dada la
relacion entre el suefio y la consolidacion de la memoria (Walker and Stickgold, 2004), durante
el SWS algunas propiedades de la SO presenten diferencias entre hemisferios coincidentes con
la lateralizacion de los trazos de memoria adquiridos durante la vigilia (Wilson and McNaugh-
ton, 1994; Achermann et al,, 2001; Bédizs et al,, 2002; Vyazovskiy et al., 2002; Ji and Wilson,
2007).

Los resultados obtenidos al realizar la caracterizacion de la SO demuestran que en los ani-

males 3xTg-AD, SAMP8 y Fmr1KO la actividad cortical emergente aparece perturbada en rela-
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cion a los control, ofreciendo un fenotipo de red en dichos modelos. El estudio de las oscilacio-
nes lentas, ademas, puede ofrecer informacion relevante sobre los parametros de la funcion
cortical que se hallan alterados en la AD y el FXS (e.g. excitabilidad, propagacién de onda, po-
tencia en distintas bandas de frecuencia), asi como indicios sobre los mecanismos subyacentes
a la actividad de red alterada, y que podrian estar causando los déficits cognitivos asociados a

dichas enfermedades.

6.1.1. Oscilaciones lentas durante el envejecimiento no patolégico en animales control

del modelo 3xTg-AD

La evolucion de los parametros de la SO durante el envejecimiento no patolégico se estudié
en animales control (fondo genético hibrido 129/C57BL6) del modelo 3xTg-AD de 3, 7, 14y 20
meses de edad. En base a las equivalencias entre los estadios biolégicamente relevantes duran-
te el ciclo vital del ratén y el humano (Demetrius, 2006; Flurkey et al., 2007; Dutta and Sengup-
ta, 2016), puede considerarse que estos puntos temporales representan la edad adulta (3-6
meses), la madurez (6-9 meses), la transicion entre la madurez y la vejez (9-18 meses) y la
vejez (18-24 meses), respectivamente. Los resultados obtenidos demuestran que la frecuencia
de la SO es modulada a lo largo de estas etapas vitales, reduciéndose de los 3 a los 7 meses de
edad, fundamentalmente por una elongacion de la duracidn del Down state, e incrementandose
de manera progresiva de los 7 a los 20 meses, fundamentalmente por un acortamiento del Up
state. Aunque el efecto que ejercen los anestésicos varia en funcion de la edad del animal (Arras
etal, 2001; Gargiulo et al., 2012), preparaciones in vitro también han descrito un acortamiento
del Up state durante el envejecimiento del ratdn, junto con una reduccién de su amplitud (Rigas
et al,, 2015; Sigalas et al., 2015), sugiriendo que estos cambios reflejan una reorganizacién del
circuito cortical, y no son consecuencia de una respuesta diferencial a la anestesia. Si bien los
mecanismos subyacentes a dicha reorganizaciéon no pueden ser elucidados con la metodologia
experimental empleada en esta tesis, el aumento de la frecuencia oscilatoria y el acortamiento
del Up state, junto con el incremento del disparo de la red local en los animales de mayor edad,
sugieren que los cambios anatémicos y funcionales que acontecen durante el envejecimiento no
patoldgico en roedores, como la reducciéon del nimero de sinapsis (Wong et al., 1998; Jiang et

al., 2001; Morrison and Baxter, 2012) y del volumen cerebral (Heumann and Leuba, 1983),
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resultan en un aumento de la excitabilidad cortical. Esta excitabilidad cortical también ha sido
descrita en humanos de edad avanzada, y repetidamente vinculada a un deterioro de la inhibi-
cion intracortical (Silbert et al., 2006; Lenz et al.,, 2012; Papegaaij et al., 2014; Pleger et al,,
2016). La reduccién de la transmisién inhibitoria es coherente con el aumento del disparo de la
red local en los animales de 20 meses (Sanchez-Vives et al,, 2010), y el aumento de dicho dispa-
ro durante el Up state lo es con su acortamiento, debido a que un mayor disparo es mas eficaz
para activar los mecanismos de adaptacién dependientes de actividad responsables de su ter-
minacion (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al,,
2010). Esta relacion inversa entre el disparo de la red local y la duracion del Up state también
es consistente con las diferencias encontradas entre areas corticales: la duracién del Up state
fue mayor en las areas anteriores (prelimbica y motora primaria) que en las posteriores (soma-
tosensorial y visual primarias), y el disparo de la red local mayor en las posteriores que en las
anteriores. Aunque el aumento de la frecuencia oscilatoria que se produjo con la edad estuvo
fundamentalmente determinado por el acortamiento del Up state, el Down state también tendi6
a acortarse de manera progresiva de los 7 a los 20 meses de edad. El aumento del disparo de la
red durante los Down states es consistente con su acortamiento en los animales de mayor edad,
pues el aumento de las fluctuaciones de alta frecuencia durante el Down state hace mas proba-
ble que se alcance el umbral critico de excitabilidad para la generaciéon de un nuevo Up state
(Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al., 2017b). Sin embargo, el disparo de la red local pre-
sentdé una notable estabilidad entre los 3 y los 14 meses de edad, para aumentar de manera
abrupta en los animales de 20 meses, mientras que el acortamiento del Up state y del Down
state pudo observarse desde los 14 meses, mostrando un patrén de cambio progresivo. Ello
sugiere que, de los 7 a los 14 meses de edad, el mecanismo por el cual se reduce la duracién del
Up state y del Down state es independiente del disparo de la red, si bien dicho disparo presento
una muy ligera tendencia a aumentar en esta transicién, especialmente el disparo relativo. Este
mecanismo de acortamiento del Up state podria estar relacionado con cambios en las propieda-
des intrinsecas de las neuronas, como el incremento de la posthiperpolarizacion lenta (sAHP,
del inglés slow afterhyperpolarization) que se ha descrito en las células hipocampales de ratas
senescentes (Landfield and Pitler, 1984; Power et al., 2002), y que ha sido vinculado a altera-
ciones en el control neuronal del flujo de calcio (Khachaturian, 1987; Landfield, 1987).

Un aumento de la excitabilidad de la red nos haria esperar un aumento de la velocidad de

propagacion del Up state. Sin embargo, este no fue el caso, ya que la velocidad de propagacion
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se redujo de manera progresiva de los 3 a los 14 meses de edad, pasando de los 20+5.58 mm/s
a los 13+1.5 mm/s, valores similares a los reportados en otros estudios (Sanchez-Vives and
McCormick, 2000; Petersen et al., 2003; Ruiz-Mejias et al., 2011). Ello puede deberse al uso de
un electrodo cuyo disefio permite calcular la velocidad de propagacién en una tinica dimensién,
y que tiende a subestimarla cuando hay mas focos de origen y la propagacion esta menos pola-
rizada, causando que se promedien ondas que viajan en diferentes direcciones. Alternativamen-
te, la disminucién de la velocidad de propagacién del Up state podria estar indicando que du-
rante el envejecimiento se produce una desorganizacion del circuito cortical y una afectacion de
las conexiones excitatorias de largo alcance que contribuyen a dicha propagacion (Compte et
al,, 2003), lo cual no es incompatible con un aumento de la excitabilidad cortical a nivel local.
Con independencia de su velocidad de propagacién y de la edad de los animales, 1a mayoria de
Up states se propagaron en la direcciéon anteroposterior, coincidiendo con estudios previos en
la corteza del ratén (Ruiz-Mejias et al., 2011) y el humano (Massimini et al., 2004). Esta carac-
teristica también se vio reflejada en el coeficiente de variacién de la frecuencia de la SO, que fue
menor en las areas corticales anteriores que en las posteriores, indicando que la direccién pre-
ferente de propagacion es una propiedad que no se ve afectada por el envejecimiento, al menos
hasta los 20 meses de edad. Coherentemente, el coeficiente de variacién de la SO fue el Gnico de
los parametros evaluados que no cambi6 de manera significativa a medida que los ratones con-
trol envejecieron, de nuevo sugiriendo que es una propiedad muy robusta de la oscilacién, y
resistente al envejecimiento. La ritmicidad de la SO depende de la interaccién entre los meca-
nismos de iniciacion del Up state y el periodo refractario asociado al Down state (Sanchez-Vives
and McCormick, 2000; Neske, 2016), y su variabilidad puede ser alterada modulando aspectos
que afectan de manera critica a estos mecanismos, como la excitabilidad cortical (Mattia and
Sanchez-Vives, 2012). Por ejemplo, estudios tedricos (Parga and Abbott, 2007) y experimenta-
les (Sancristobal et al., 2016) han demostrado que la alternancia entre los Up states y los Down
states puede volverse irregular cuando aumenta el ruido sinaptico, o cuando se reduce la fuerza
de la retroalimentacion inhibitoria sobre las neuronas piramidales (Bazhenov et al., 2002). A
pesar de que la evolucion de otros parametros de la SO (i.e. su frecuencia, duracion del Up state
y disparo de la red) indica un aumento de la excitabilidad cortical a medida que los ratones
control envejecen, la estabilidad del coeficiente de variacién de la SO sugiere que dicho aumen-
to permanece dentro de los niveles fisioldgicos que se asocian a una alta regularidad del ciclo

(Sancristobal et al., 2016).
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Notoriamente, el aumento abrupto de la tasa de disparo de la red en los animales de mayor
edad estuvo acompafiado por una reduccion significativa de la entropia de la sefal, especial-
mente durante el Down state, indicando que un aumento de la excitabilidad, o un aumento del
disparo de la red, no van necesariamente acompafiados de una mayor complejidad del patrén
temporal del LFP (D’Andola et al., 2017). La caida de la entropia de la sefial en los animales de
mayor edad es coherente con algunos trabajos que la reportan en humanos de edad avanzada
(Lipsitz and Goldberger, 1992; Zappasodi et al., 2015), y que la han relacionado con una reduc-
cién en el nimero de configuraciones funcionales de la red cortical, que disminuye la cantidad o
riqueza de la informacién que puede transmitir entre areas corticales (Feldman and Crutch-
field, 1998; Jeong, 2004; Abasolo et al.,, 2006; Garrett et al., 2013; Sleimen-Malkoun et al., 2014).
En este sentido, el hecho de que la entropia de la sefial fuera significativamente mayor en la
corteza prefrontal que en el resto de areas podria estar reflejando la capacidad de su circuiteria
cortical para mostrar un repertorio mas amplio de regimenes dindmicos, lo cual seria coherente
con su mayor implicacién en funciones cognitivas superiores, caracteristica diferencial que no
parece verse afectada por el envejecimiento, pues la mayor entropia de la corteza prefrontal en
relacion al resto de areas pudo observarse en todos los grupos de edad.

Asimismo, la sincronizacion de la actividad en las bandas de frecuencia beta-gamma, que ha
sido ampliamente asociada a procesos cognitivos (Buzsaki and Wang, 2012; Siegel et al., 2012;
Bosman et al,, 2014), presenté una amplitud sustancialmente mayor en la corteza prefrontal
que en el resto de areas corticales en los animales de 3 meses, coincidiendo con resultados ya
publicados en ratones de la misma edad (Ruiz-Mejias et al.,, 2011), sugiriendo que su circuito
cortical tiene propiedades especificas que le permiten generar ritmos gamma con mayor efica-
cia. Esta propiedad diferencial de la corteza prelimbica se atenud con la edad, ya que a medida
que los ratones control envejecieron la sincronizacion de las altas frecuencias se redujo en la
mayoria de areas corticales, durante los Up states y durante los Down states, pero esta reduc-
cién fue especialmente acusada en la corteza prelimbica en la transicién de los 3 a los 7 meses
de edad, sugiriendo que podria ser un evento relativamente temprano en el ciclo vital del raton.
Aun asi, y con independencia de la edad de los animales, la modulacién de la actividad de alta
frecuencia durante el Up state siempre mostré un pico de sincronizacién mas estrecho -y a fre-
cuencias mas elevadas- en la corteza prefrontal que en el resto de areas, especialmente las cor-
tezas somatosensorial y visual primarias, indicando una sincronizaciéon a gamma mas eficaz en

dicha 4rea.
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La disminucion de las oscilaciones de alta frecuencia a medida que los ratones control enve-
jecieron, junto con el desplazamiento de su frecuencia dominante hacia frecuencias mas eleva-
das, es coherente con un aumento de la excitabilidad cortical, pues la sincronizaciéon de la acti-
vidad en el rango de frecuencias beta-gamma depende de manera critica de la magnitud y curso
temporal de la retroalimentacién inhibitoria, aumentando la frecuencia de su pico de sincroni-
zacion cuando uno o ambos son reducidos (Compte et al., 2008; Sanchez-Vives et al., 2010).

El desplazamiento del pico de sincronizacién de las oscilaciones beta-gamma hacia frecuen-
cias mas elevadas también pudo observarse en la corteza somatosensorial de los animales de
mayor edad pero, a diferencia del resto de areas corticales, la amplitud de dicho pico aumenté
sustancialmente de los 14 a los 20 meses. Aunque la localizacién del electrodo de registro coin-
cidia con la corteza de barriles primaria, es poco probable que dicho resultado se debiera a la
estimulacién de los bigotes del raton, pues el mismo protocolo experimental fue utilizado en
todos los grupos de edad y este efecto solo se observo en los animales de 14 y 20 meses, y la
inactivacién de la transmisién sensorial de dichos bigotes mediante la aplicacion local de lido-
caina (Gener et al,, 2009) no modific6 la sincronizacién de las altas frecuencias durante el Up
state (observaciones no mostradas en el apartado de resultados). Notablemente, esta evolucion
diferencial de las altas frecuencias en la corteza somatosensorial primaria no fue acompafiada
de otras particularidades en el resto de parametros de la SO, indicando que es una diferencia

que afecta de manera especifica a la generacion de oscilaciones de alta frecuencia.

Para concluir, los resultados obtenidos sugieren que el aumento de la excitabilidad cortical
es una de las caracteristicas del envejecimiento fisioldgico en el raton. Esta excitabilidad queda
reflejada en un aumento de la frecuencia de la SO, una disminucién progresiva de la duracién
del Up state, un incremento del disparo de la red local y un desplazamiento hacia las altas frecuen-
cias del espectro de potencia medio durante el Up state a medida que los ratones control enveje-
cen. Esta caracterizacion puede proporcionar una base sobre la que comparar los hallazgos obtenidos
en modelos de enfermedades neurodegenerativas o asociadas a la vejez, que permita identificar las
diferencias entre el envejecimiento fisioldgico y el patoldgico, dirigiendo la atencioén sobre aquellos

aspectos que estan especificamente alterados en dichas enfermedades.
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6.1.2. Oscilaciones lentas en el modelo de la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD

Los parametros de la SO fueron comparados entre los animales 3xTg-AD y los control a los 7
y 20 meses de edad, puntos temporales que representan la transicién entre la edad adulta y la
vejez (Demetrius, 2006; Flurkey et al,, 2007; Dutta and Sengupta, 2016), y en los que se identifi-
caron las maximas diferencias durante el envejecimiento de los animales control. Esta compa-
racion reveld interacciones estadisticamente significativas entre el grupo y la edad en practi-
camente todos los parametros de la SO evaluados, indicando que la actividad cortical emergen-
te evoluciona de manera diferencial en ambos grupos a medida que envejecen.

El aumento de la frecuencia oscilatoria que se produjo de los 7 a los 20 meses de edad en los
animales control, debido a un acortamiento de sus Down states pero sobretodo de sus Up states,
no pudo observarse en los animales 3xTg-AD. En estos animales, la duraciéon del Up state se
mantuvo estable a lo largo de las dos edades estudiadas, y también lo hizo la frecuencia de la
SO, a pesar de que sus Down states se alargaron de manera significativa de los 7 a los 20 meses
de edad. Se ha propuesto que la transicidn del Up state hacia el Down state estd mediada por la
acumulacion de conductancias de potasio dependientes de actividad (Sanchez-Vives and
McCormick, 2000; Compte et al.,, 2003; Cunningham et al,, 2006), y que el grado de activacion
de dichas conductancias depende de la magnitud del disparo neuronal que tiene lugar durante
el Up state, reduciéndose su longitud cuando este disparo aumenta (Sanchez-Vives et al., 2010).
El disparo de la red durante el Up state aument6 en los animales control y 3xTg-AD a medida
que envejecieron, y este aumento fue acompafado de la consiguiente reduccién de la duracion
del Up state en los animales control, pero no en los animales 3xTg-AD, cuya duracién del Up
state se mantuvo estable en la transicion de los 7 a los 20 meses de edad, e incluso mostré una
ligera tendencia a aumentar. Ello sugiere que los mecanismos de adaptacion dependientes de
actividad, responsables de la terminacién del Up state, se vieron alterados durante el envejeci-
miento de los animales 3xTg-AD, y que el funcionamiento anémalo de estos mecanismos impi-
di6 que el aumento de la excitabilidad cortical que tiene lugar durante el envejecimiento se
asociara al acortamiento del Up state. El incremento de la excitabilidad cortical asociado al en-
vejecimiento también se vio reflejado en el disparo de la red durante el Down state, que au-
mentd de los 7 a los 20 meses de edad en ambos grupos de animales. El aumento del disparo de
la red durante el Down state es coherente con la disminucién de la duraciéon del Down state que

se observo en los animales control a medida que envejecieron, pues el disparo de la red durante
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el Down state facilita que se alcance el umbral critico de excitabilidad que genera un nuevo Up
state (Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al.,, 2017b). En los animales 3xTg-AD, sin embargo,
el aumento del disparo de la red durante el Down state fue acompafiado de su elongacién, sugi-
riendo que dicho umbral de excitabilidad aumenta a medida que estos animales envejecen,
alteracion consistente con la tendencia a la reduccién de la velocidad de propagaciéon del Up
state que mostraron en la transicion de los 7 a los 20 meses de edad.

Asi, la evolucion de los pardmetros de la SO durante el envejecimiento de los animales 3xTg-
AD sugiere que, en su transito de la madurez a la vejez, presentan una alteraciéon de los meca-
nismos de red implicados en las transiciones entre el Up state y el Down state, dando como
resultado una red cortical menos flexible, que tiene mayores dificultades que la de los animales
control para cambiar de estado. Esta afectacion a nivel de red podria ser el resultado de las
alteraciones a nivel celular y sinaptico que presentan los animales 3xTg-AD de 20 meses, como
la presencia de depdsitos extracelulares del péptido 3-amiloide (Af) (Oddo et al.,, 2003; Sy et al.,
2011) o la pérdida de espinas dendriticas (Bittner et al., 2010), y podria estar contribuyendo a
los déficits cognitivos reportados en estos animales, pues las funciones cognitivas superiores
requieren una modulacion flexible de las interacciones entre los grupos neuronales que forman
parte de la red cortical (Bressler and Kelso, 2001; Fries, 2005). La disminucién de la entropia de
la sefial durante el Up state y el Down state que se observé en la transiciéon de los 7 a los 20
meses de edad, y que también estuvo presente en los animales control, se afladiria a esta pérdi-
da de flexibilidad de la red cortical, pues la disminucién de la entropia ha sido relacionada con
una reduccion en el nimero de configuraciones funcionales que esta es capaz de expresar
(Feldman and Crutchfield, 1998; Jeong, 2004; Abéasolo et al., 2006; Garrett et al., 2013; Sleimen-
Malkoun et al., 2014). Asimismo, y puesto que la periodicidad del ciclo oscilatorio depende de la
interaccion entre los mecanismos de terminacion e iniciacion del Up state (Sanchez-Vives et al.,
2008; Neske, 2016), la alteraciéon de estos mecanismos es consistente con el incremento del
coeficiente de variacién de la SO que mostraron los animales 3xTg-AD al envejecer, incremento
que no pudo apreciarse en los animales control, cuyo coeficiente de variaciéon de la SO se man-
tuvo estable con la edad. Adicionalmente, la pérdida de receptores colinérgicos que presentan
los animales 3xTg-AD (Billings et al., 2005) -y que también se ha reportado en humanos con la
AD (Coyle et al., 1983)-, podria estar contribuyendo al aumento del coeficiente de variacion de
la SO, pues se ha demostrado que la ritmicidad de la SO se reduce cuando disminuye el tono

colinérgico cortical (Lorincz et al., 2015).
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La evolucion diferencial de los parametros de la SO en los animales control y 3xTg-AD a me-
dida que envejecieron provoc6 que las discrepancias entre ellos se incrementaran notablemen-
te a los 20 meses de edad, lo cual es consistente con la naturaleza neurodegenerativa de la AD.
A los 7 meses, las diferencias entre ellos se limitaron a una reduccion significativa de la dura-
cion del Up state en los animales 3xTg-AD respecto a los control, lo que provocé que la frecuen-
cia de la SO tendiera a ser mayor en estos animales. A los 20 meses, sin embargo, los animales
3xTg-AD presentaron una frecuencia de la SO significativamente menor que la de los animales
control, junto con un incremento significativo de la duracion del Up state, del Down state y del
coeficiente de variacion de la SO, asi como un menor disparo relativo de la red, pues a dicha
edad la diferencia entre el disparo de la red durante el Up state y el Down state fue menor en los
animales 3xTg-AD que en los control. Asi, la mayoria de parametros de la SO que difirieron
entre grupos a los 20 meses de edad no presentaron diferencias entre ellos a los 7 meses, a
excepcion de la duracion del Up state, cuya diferencia entre grupos se invirtié en la transicion
de los 7 a los 20 meses de edad, siendo significativa en los dos puntos temporales estudiados.
Esta inversion pudo observarse también en el pico de sincronizacion de las frecuencias beta-
gamma durante el Up state, que se produjo a frecuencias mas bajas en los animales control que
en los 3xTg-AD a los 7 meses de edad, pero a frecuencias mas altas a los 20 meses. Puesto que la
frecuencia dominante de las oscilaciones beta-gamma depende de manera critica de la magni-
tud y curso temporal de la retroalimentacion inhibitoria, aumentando cuando uno o ambos son
regulados a la baja (Compte et al., 2008; Sanchez-Vives et al., 2010), el desplazamiento del pico
de sincronizacion de las altas frecuencias que presentaron ambos grupos al envejecer sugiere
que, si bien la red cortical de los animales 3xTg-AD podria ser ligeramente mas excitable que la
de los animales control a los 7 meses de edad, a los 20 meses dicha red esta mas inhibida, y que
mientras la excitabilidad de la red cortical aumenta en los animales control a medida que enve-
jecen, disminuye en el caso de los animales 3xTg-AD. Que la excitabilidad cortical esté reducida
en los animales 3xTg-AD de 20 meses respecto a los control es coherente con que presentaran
un menor disparo de la red que los segundos, especialmente el relativo, asi como una mayor
duracion del Up state, debido a que en la red cortical inhibida se produce una regulacién a la
baja de las conductancias de potasio dependientes de actividad (Sanchez-Vives et al., 2010).

El enlentecimiento de la actividad cortical espontdnea es una de las alteraciones espectrales
mas descrita en pacientes de la AD (Dierks et al.,, 2000; Huang et al., 2000; Lizio et al., 2011), y

ha sido relacionada con el deterioro de la funcion cognitiva global (Sloan et al.,, 1995; Kowalski
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etal, 2001; Jeong, 2004). El desplazamiento hacia frecuencias mas bajas del pico de sincroniza-
cién de las oscilaciones beta-gamma que presentaron los animales 3xTg-AD al envejecer es
reminiscente de dicha alteracién, e indica que su fenotipo de red es consistente con el que pre-
sentan los humanos que padecen la AD, sugiriendo que la alteracién del componente inhibitorio
de lared, que se ha descrito en estadios avanzados de la enfermedad en humanos (Francis et al.,

1999), podria ser relevante en su sintomatologia.

En conclusidn, los pardmetros de la SO presentan pocas diferencias entre los animales con-
trol y 3xTg-AD a los 7 meses de edad, pero son modulados por el envejecimiento de manera
diferencial en ambos grupos, provocando que a los 20 meses de edad los animales 3xTg-AD
presenten una frecuencia de la SO significativamente menor que la de los animales control,
junto con un incremento significativo de la duracién del Up state, del Down state y del coeficien-
te de variacién de la SO, asi como un menor disparo relativo de la red y un desplazamiento
hacia las bajas frecuencias del espectro de potencia medio durante el Up state, lo que sugiere
que su red cortical podria ser menos excitable que la de los animales control a dicha edad. La
evolucién que muestran los pardmetros de la SO a medida que los animales 3xTg-AD envejecen
sugiere una alteracién de los mecanismos de red implicados en las transiciones entre el Up
state y el Down state, dando como resultado una red cortical menos flexible, que tiene mayores
dificultades que la de los animales control para cambiar de estado. La disminucién de la excita-
bilidad y flexibilidad de la red cortical podrian ser el resultado de las alteraciones a nivel celular
y sindptico que presentan los animales 3xTg-AD, y podrian estar contribuyendo a los déficits

cognitivos que se han reportado en este modelo.

6.1.3. Oscilaciones lentas en el modelo de envejecimiento acelerado SAMP8 y efecto del

ejercicio fisico voluntario

Los parametros de la SO fueron comparados entre los animales SAMP8 y su control, SAMR1,
alos 5y 7 meses de edad. La mayoria de estos parametros no cambiaron significativamente a
medida que ambos grupos envejecieron, probablemente por la cercania de las dos edades estu-
diadas, pero si lo hicieron entre los animales SAMP8 y SAMR1, reproduciendo en gran medida

los hallazgos obtenidos en los animales 3xTg-AD de 20 meses.

143



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
6. Discusion

La frecuencia de la SO fue significativamente menor en los animales SAMP8 que en los
SAMR1, y ello se debid a una elongacion de sus Up states y de sus Down states, siendo la diferen-
cia respecto a los animales control mas acusada en el caso de los Down states. Junto con la re-
duccién de la frecuencia de la SO, los animales SAMP8 presentaron una mayor variabilidad del
ciclo oscilatorio que los animales control, diferencia que fue especialmente evidente en las are-
as corticales primarias, ya que la regularidad de la corteza prefrontal mostré una notable esta-
bilidad entre grupos y también entre edades, a pesar de que dicha variabilidad tendi6 a aumen-
tar en las areas corticales primarias a medida que los animales envejecieron. Este resultado es
consistente con observaciones previas en la corteza del raton anestesiado (Ruiz-Mejias et al.,
2011), y coherente con la visién de la corteza prefrontal como el iniciador més frecuente de una
nueva onda (Massimini et al., 2004). De hecho, la direccién preferente de propagacién fue la
anteroposterior, tanto para los ratones SAMR1 como los SAMP8, sugiriendo que esta propiedad
de la corteza prefrontal esta preservada en los animales SAMPS.

A diferencia de los resultados obtenidos en los animales 3xTg-AD, el disparo de la red du-
rante el Up state se mantuvo relativamente estable a medida que los animales SAMP8 y SAMR1
envejecieron, mientras que el disparo de la red durante el Down state se redujo de los 5 a los 7
meses de edad en ambos grupos, si bien fue significativamente menor en los animales SAMP8
que en los control, a las dos edades estudiadas. Puesto que el disparo de la red durante el Down
state facilita que se alcance el umbral critico de excitabilidad que inicia un nuevo Up state
(Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al., 2017b), su reduccidn en los animales SAMP8 podria
estar contribuyendo a la elongacién de sus Down states y, en consecuencia, a la disminucion de
su frecuencia oscilatoria respecto a los animales control. En apoyo de esta idea, el disparo de la
red durante el Down state estuvo altamente correlacionado con la frecuencia de la SO en todas
las areas corticales de los animales SAMP8 y SAMR1, y la reduccion del disparo de la red duran-
te el Down state que se produjo con la edad fue acompafiada de una tendencia a la elongacién
del Down state y a la disminucién de la frecuencia de la SO, especialmente en los animales con-
trol, pues en los animales SAMP8 la frecuencia oscilatoria era ya bastante baja a los 5 meses. El
grado de excitabilidad que presenta la red cortical durante el Down state también ha sido rela-
cionado con la regularidad del ciclo oscilatorio, demostrandose que existe un nivel éptimo de
disparo durante el Down state para el cual la regularidad del ciclo es maxima, y que la regulari-
dad disminuye cuando el disparo se reduce o aumenta mas alla de este nivel 6ptimo (Sancristo-

bal et al,, 2016). Ello sugiere que el menor disparo de la red durante el Down state que presen-
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taron los animales SAMP8 podria estar causando no solo la elongacién de sus Down states, sino
también el incremento de la variabilidad de su ciclo respecto a los animales control. Asimismo,
el disparo de la red durante el Down state disminuyé en ambos grupos de animales a medida
que envejecieron, y ello fue acompafiado de una tendencia al aumento del coeficiente de varia-
cion de la SO con la edad, si bien dicha tendencia se observo solo en las areas corticales prima-
rias, sugiriendo que el nivel de disparo de la red durante el Down state que maximiza la regula-
ridad del ciclo admite un rango mas amplio de valores en la corteza prefrontal que en las areas
primarias.

A pesar de que el disparo de la red durante el Up state no difirié entre grupos, la duracion de
los Up states fue mayor en los animales SAMP8 que en los control, situacién anéaloga a los resul-
tados obtenidos en los ratones 3xTg-AD de 20 meses, y que sugiere que en los animales SAMP8
la sensibilidad de los mecanismos de adaptaciéon dependientes de actividad, implicados en la
terminacion del Up state, estd reducida (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Compte et al.,
2003; Cunningham et al., 2006). Asi, la regulacion a la baja de los mecanismos de adaptacién
dependientes de actividad durante el Up state, junto con el menor disparo de la red durante el
Down state, podrian estar causando la elongacion de los Up states y los Down states que presen-
ta el modelo SAMP8 en relacion a los animales control. Como se argumenté en el caso de los
ratones 3xTg-AD, esta elongacidn sugiere que la red cortical de los animales SAMP8 tiene ma-
yores dificultades que la de los animales control para cambiar de estado, pérdida de flexibilidad
que podria estar relacionada con las alteraciones a nivel celular y sindptico que se han reporta-
do en el modelo SAMP8, como la pérdida de neuronas (Sureda et al., 2006) o la menor densidad
de espinas dendriticas (del Valle et al., 2012) y que, junto con la disminucién de la entropia de
la sefal durante el Up state que presenté en relacion a los animales control, podria estar contri-
buyendo a los déficits cognitivos que le son caracteristicos (Bressler and Kelso, 2001; Chen et
al,, 2004; Fries, 2005; Lopez-Ramos et al,, 2012; Orejana et al.,, 2012).

También en concordancia con los resultados obtenidos en el modelo 3xTg-AD de 20 meses,
el pico de sincronizacién de las frecuencias beta-gamma durante el Up state se produjo a fre-
cuencias mas bajas en los animales SAMP8 que en los control, diferencia que pudo apreciarse a
las dos edades estudiadas, si bien fue mas acusada a los 5 meses, debido a que en los animales
control dicho pico de sincronizaciéon tendié a desplazarse hacia las bajas frecuencias con la
edad. La sincronizacion de las oscilaciones beta-gamma a frecuencias mas bajas sugiere que la

retroalimentacion inhibitoria que determina su periodicidad se halla aumentada en los anima-
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les SAMP8 (Compte et al., 2008; Sanchez-Vives et al., 2010) y ello, junto con la disminucién de la
frecuencia de la SO, la elongacion de los Up states y los Down states, la reduccion del disparo de
la red durante el Down state y 1a mayor variabilidad del ciclo oscilatorio, sugiere que los anima-
les SAMPS8 presentan una red cortical menos excitable que la de los animales control.

El enlentecimiento de la actividad cortical espontanea es una alteracién espectral que ha si-
do ampliamente descrita en pacientes de la AD (Dierks et al., 2000; Huang et al., 2000; Lizio et
al,, 2011), y esta alteracién, entre otras, correlaciona con la severidad de la enfermedad (Sloan
et al, 1995; Kowalski et al., 2001; Jeong, 2004). El desplazamiento hacia frecuencias mas bajas
del pico de sincronizacion de las oscilaciones beta-gamma que presentaron los animales SAMP8
en relacion a los control es reminiscente de dicha alteracidn, y afiade evidencia a favor de la
adecuacioén de los ratones SAMP8 como modelo de la AD (Pallas, 2012).

Aunque la mayoria de diferencias entre los animales SAMP8 y SAMR1 fueron consistentes a
lo largo de las dos edades estudiadas, el fenotipo de los animales SAMR1 de 7 meses tendi6 a
converger con el de los SAMP8 de 5 meses de edad. Ello queda bien reflejado en la reduccién
del disparo de la red durante el Down state, la tendencia al aumento de la variabilidad del ciclo
y el desplazamiento del pico de sincronizacion de las oscilaciones beta-gamma hacia frecuen-
cias mas bajas que presentaron los animales SAMR1 a medida que envejecieron. Se sabe poco
sobre las causas que determinan el envejecimiento prematuro de los animales SAMP8. Aunque
algunos estudios han identificado alteraciones genéticas que se expresan diferencialmente en
estos animales (Carter et al., 2005; Pallas, 2012), es todavia desconocido si presentan un enve-
jecimiento fisiolégico, aunque acelerado, o un envejecimiento patoldgico en el que intervienen
mecanismos que no estan implicados en el proceso de envejecimiento normal. El hecho de que
los ratones SAMR1 de 5 meses de edad tendieran a exhibir caracteristicas similares a las de los
animales SAMP8 de 7 meses, en varios de los parametros de la SO analizados, sugiere que las
diferencias entre ellos podrian ser el resultado de encontrarse en una fase distinta del ciclo

vital del ratén, y no de mecanismos de envejecimiento diferencial.

La reduccién del disparo de la red durante el Down state que se produjo a medida que los
animales SAMP8 y SAMR1 envejecieron fue asociada a una diminucién del contenido en altas
frecuencias durante dicho estado, y provocé que el disparo relativo aumentara en la transicién
de los 5 alos 7 meses de edad. Aunque la realizaciéon de ocho semanas consecutivas de ejercicio
fisico voluntario no consiguié incrementar el disparo de la red durante el Down state, redujo el

disparo relativo y aumento las altas frecuencias del Down state en ambos grupos de animales, y
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un efecto parecido pudo observarse para la entropia de la sefial durante el Up state, que mostré
una tendencia a reducirse en la transicion de los 5 a los 7 meses de edad, y a aumentar después
del protocolo de ejercicio fisico. Aunque el ejercicio aerébico se ha relacionado con una menor
incidencia de la AD en poblaciones de riesgo (Larson et al., 2006), y una mejora de las capaci-
dades cognitivas (Lautenschlager et al., 2008), dicho protocolo no suprimié las diferencias en-
tre los animales control y SAMP8 reportadas en esta tesis, y tendié a modular solo los parame-
tros que habian sido modificados por la edad en ambos grupos, sugiriendo que el ejercicio fisico
no tiene un efecto diferencial sobre las alteraciones que presentan los animales SAMPS, sino un
efecto generalizado sobre el envejecimiento, ralentizando su progresion. La atenuacion de las
caracteristicas fenotipicas relacionadas con el envejecimiento después de la realizacién de ejer-
cicio fisico es consistente con otros trabajos que la han reportado en ratones SAMP8 ejercitados
(Kaliman et al., 2011; Alvarez-Lopez et al,, 2013; Cosin-Tomas et al., 2014; Sanchez-Roige et al,,
2014), y sugiere que los parametros de la SO podrian ser marcadores efectivos tanto de la pro-
gresion del envejecimiento, como de la efectividad de los tratamientos orientados a su preven-
cion o reversidn. Por otro lado, se ha demostrado que la realizacidon de seis meses de ejercicio
fisico consigue atenuar las alteraciones sinapticas y el deterioro cognitivo en animales 3xTg-AD
(Garcia-Mesa et al.,, 2011), lo que sugiere que una mayor duracion del protocolo llevado a cabo
en esta tesis podria haber tenido un efecto significativo sobre las diferencias entre los animales
SAMR1 y SAMP8. De hecho, el ejercicio tendié a aumentar la frecuencia de la SO en la corteza
somatosensorial primaria de los animales SAMP8, atenuando las diferencias que se observaron
entre los animales SAMP8 sedentarios y los control, afectacion diferencial de la corteza somato-
sensorial que podria estar relacionada con la mejora de la actividad sensoriomotora que se ha
reportado en animales SAMP8 ejercitados (Sanchez-Roige et al,, 2014), y que también se ha

descrito en animales 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2011).

Para concluir, los parametros de la SO en el modelo SAMP8 y su control, SAMR1, muestran
una notable estabilidad durante la transicién de los 5 a los 7 meses de edad, pero los animales
SAMP8 presentan una frecuencia de la oscilacidn lenta significativamente menor que la de los
animales control, junto con un incremento significativo de la duracién del Up state, del Down
state y del coeficiente de variacién de la SO, asi como un menor disparo de la red durante el
Down state y un desplazamiento hacia las bajas frecuencias del espectro de potencia medio
durante el Up state, alteraciones que reproducen las encontradas en el modelo 3xTg-AD a los 20

meses y que sugieren que presenta una red cortical menos excitable que la de los animales
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SAMR1. La regulacién a la baja de los mecanismos de adaptaciéon dependientes de actividad
implicados en la terminacion del Up state, junto con el menor disparo de la red durante el Down
state, podrian estar causando la elongacion de los Up states y los Down states en los animales
SAMPS, elongacién que resulta en una red cortical menos flexible, que tiene mayores dificulta-
des que la de los animales control para cambiar de estado. Esta pérdida de flexibilidad de la red
cortical podria ser el resultado de las alteraciones a nivel celular y sindptico que presentan los
animales SAMPS, y podria estar contribuyendo a los déficits cognitivos que se han reportado en
este modelo. Aunque la realizaciéon de ocho semanas de ejercicio fisico voluntario no consigue
cancelar las diferencias entre los animales SAMP8 y su control, reduce el disparo relativo de la
red y aumenta la sincronizacion de las altas frecuencias durante el Down state en ambos grupos,
atenuando los efectos de la edad sobre dichos pardmetros, lo que sugiere que los parametros de
la SO podrian ser marcadores efectivos tanto de la progresion del envejecimiento, como de la

efectividad de los tratamientos orientados a su prevencién o reversion.

6.1.4. Oscilaciones lentas cerca de las placas de $-amiloide en el modelo de amiloidosis

APP/PS1

La actividad de onda lenta que tiene lugar cerca de las placas de A se estudi6 en animales
APP/PS1 de 8-10 meses, edad en la que presentan una abundante deposiciéon amiloide. Median-
te la visualizacién simultanea del tracto del electrodo y las placas de A, se identificaron los
registros que habian sido realizados cerca de una placa y los que habian sido realizados lejos de
ella, comparando los parametros de la SO entre estas dos condiciones. Los resultados obtenidos
muestran que el disparo de la red local estd reducido en la vecindad de las placas de ApB. Esta
reduccion ocurrié durante los Up states y también durante los Down states, manteniéndose
inalterado el disparo relativo, y fue acompafiada de una menor sincronizacién de la actividad en
el rango de frecuencias beta-gamma, especialmente durante los Up states, asi como de una dis-
minucion de la entropia de la sefial durante el Down state. Se ha reportado que el péptido A
ejerce un efecto nocivo sobre la comunicacion neuronal (Selkoe, 2002; Coleman and Yao, 2003),
inhibiendo las corrientes sindpticas (Hsia et al.,, 1999; Kamenetz et al., 2003; Chang et al., 2006),
impidiendo la potenciacién y aumentando la depresién sinaptica (Walsh et al., 2002; Jacobsen

et al,, 2006; Shankar et al., 2008), o provocando la endocitosis de receptores glutamatérgicos
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(Kamenetz et al., 2003; Oddo et al., 2003; Almeida et al., 2005; Snyder et al., 2005; Hsieh et al,,
2006; Shankar et al., 2007; Nimmrich et al.,, 2008), alteraciones que son coherentes con la dis-
minucion de la actividad neuronal, y que podrian estar contribuyendo a la reduccién del dispa-
ro de la red local que se detect6 cerca de las placas de Af en los animales APP/PS1. Asimismo,
estudios morfologicos post mortem en humanos han demostrado que las neuritas que atravie-
san los depositos extracelulares del péptido A3 presentan una geometria anormal, mas intrin-
cada, que podria estar modificando la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos, impi-
diendo la activacién sincrona de grupos neuronales en los que convergen las mismas aferencias
(Knowles et al., 1999; Buldyrev et al., 2000). Estas predicciones han sido confirmadas in vivo en
un modelo murino de la AD (Stern et al., 2004), y podrian estar relacionadas con la menor sin-
cronizacioén de la actividad en el rango de frecuencias beta-gamma, y la disminucién del disparo
de la red local, que estan presentes cerca de las placas de A en el modelo APP/PS1 aqui carac-
terizado.

La reduccion progresiva de la actividad neuronal y la disminucién de la sincronizacién es-
pontanea a gamma, que también ha sido descrita en otros modelos animales de la AD (Palop et
al,, 2007; Verret et al., 2012), son alteraciones bien establecidas en pacientes de la enfermedad
(Silverman et al,, 2001; Stam et al., 2002; Prvulovic et al., 2005; Gillespie et al., 2016), y podrian
estar relacionadas con los déficits cognitivos que le son caracteristicos, y que también estan
presentes en el modelo APP/PS1 (Kilgore et al., 2010; D'Amelio et al., 2011; Montarolo et al.,
2013). Los resultados aqui obtenidos sugieren que las placas de A estan contribuyendo a estas
alteraciones, que podrian tener un caracter local, circunscrito a la vecindad de los depositos
extracelulares de Af. La afectacion local de las neuronas que se encuentran cerca de las placas
de AP ha sido descrita en otros estudios in vivo, mediante el empleo de técnicas de imagen que
permiten visualizar el influjo de calcio en el citoplasma celular, usado como medida indirecta
del disparo neuronal. En estos estudios, se ha descrito que el modelo APP/PS1 presenta neuro-
nas hiperactivas exclusivamente en la vecindad de las placas de AB (Busche et al., 2008), asi
como una disrupcidn de la propagacion de la SO que es dependiente de los niveles de A3, y que
puede ser revertida mediante el incremento de la inhibicion GABAérgica rapida (Busche et al,,
2015). Ello apunta a un aumento de la excitabilidad cortical asociada a la deposicién amiloide
en este modelo, resultados que estan en clara oposicién a los obtenidos en el presente trabajo,

en el que se sugiere que la actividad neuronal esta reducida alrededor de las placas de A.
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Se ha demostrado que el grado de actividad sinaptica modula la liberaciéon amiloide desde el
terminal presindptico, incrementandose cuando la actividad aumenta, y que a su vez, la eleva-
cion de los niveles de AP provoca la depresion de la transmisiéon sinaptica excitatoria (Kame-
netz et al., 2003; Cirrito et al., 2005; Tampellini et al., 2010; Bero et al., 2011; Yamamoto et al.,
2015), lo que ha llevado a formular la hipétesis de que en condiciones no patoldgicas A puede
formar parte de un sistema de retroalimentacion negativa que mantiene la excitabilidad neuro-
nal dentro de un rango fisiolégicamente saludable (Kamenetz et al., 2003; Hsieh et al,, 2006;
Venkitaramani et al,, 2007). Lo anterior sugiere que la deposiciéon amiloide puede estar asocia-
da al aumento de la excitabilidad cortical pero también a su disminucion, lo que podria estar
relacionado con los resultados aparentemente contradictorios entre el presente y otros traba-
jos, asi como en estudios conducidos en pacientes de la enfermedad, que han descrito hiperex-
citabilidad cortical y una predisposicion aumentada a sufrir crisis epilépticas (Palop and Mucke,
2009), pero también una reduccion de la actividad neuronal (Stam et al., 2002; Prvulovic et al.,
2005; Gillespie et al., 2016) y una disminucién del metabolismo cortical (Silverman et al., 2001;
Johnson et al., 2012). La complejidad de la respuesta de la red cortical a la presencia del péptido
AP subraya la necesidad de profundizar en los mecanismos que generan tanto la hiperexcitabli-
dad como la hipoexcitablidad que se han asociado a la AD, asi como la necesidad de identificar
qué alteraciones son manifestaciones primarias de la enfermedad, y cudles representan un
proceso compensatorio. Por ejemplo, la disminucién de la actividad neuronal podria ser una
respuesta orientada a contrarrestar al aumento de la excitabilidad cortical, teniendo un papel
protector en la AD, pero a su vez podria estar contribuyendo a los déficits cognitivos caracteris-
ticos de la enfermedad. En apoyo de esta idea, se ha demostrado que la inhibicién de la activi-
dad sinaptica disminuye la acumulacién amiloide en el modelo Tg19959, pero también el
numero de sinapsis y los niveles de sinaptofisina, empeorando su funcidn cognitiva (Tampellini
etal,, 2010), lo que sugiere que las intervenciones orientadas a disminuir la excitabilidad corti-
cal podrian tener un efecto beneficioso sobre algunos aspectos de la enfermedad, a costa de

empeorar otros de sus sintomas (Palop et al., 2006; Palop and Mucke, 2010a).

En resumen, la actividad de onda lenta registrada en la vecindad de las placas del péptido (3-
amiloide en el modelo APP/PS1 presenta un menor disparo de la red local durante los Up states
y los Down states que la registrada lejos de ellas, junto con una menor sincronizacion de la acti-
vidad en el rango de frecuencias beta-gamma, sugiriendo una reduccidon local de la excitabilidad

cortical alrededor de las placas de Ap. Esta reduccion de la actividad neuronal podria represen-
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tar un mecanismo compensatorio, y estar contribuyendo a los déficits cognitivos caracteristicos

del modelo APP/PS1 yla AD.

6.1.5. Oscilaciones lentas en el modelo del Sindrome X Fragil Fmr1KO y efecto de la sub-

expresion del receptor cannabinoide CB1

La actividad de onda lenta en el modelo del FXS Fmri1KO fue caracterizada en animales con
los fondos genéticos C57BL/6] y FVB.129, y comparada con sus respectivos controles. Los re-
sultados obtenidos demuestran que los parametros de la SO no difieren entre los animales
Fmri1KO y control cuando el gen Fmr1 es silenciado en ratones con fondo genético FVB.129,
indicando que las diferencias entre ambas cepas modulan la expresion del fenotipo de red en
este modelo. La dependencia del fondo genético en las alteraciones que presenta el modelo
Fmr1KO ya habia sido reportada en otros estudios, en los que se ha descrito que las capacida-
des cognitivas de los animales con fondo genético FVB.129 son mas sensibles al silenciamiento
de Fmr1 que las de los animales con fondo genético C57BL/6] (Paradee et al., 1999; Dobkin et
al,, 2000; Spencer et al,, 2011). Este fenémeno, que podria deberse a la presencia de genes mo-
dificadores diferencialmente expresados en ambas cepas, no afecta de manera exclusiva al gen
Fmr1, pues se ha demostrado que el fondo genético puede alterar el desarrollo de fenotipos
inducidos por el silenciamiento de otros genes (Skarnes et al., 1992; Sibilia and Wagner, 1995;
Threadgill et al., 1995), tener una influencia en el crecimiento (LeCouter et al., 1998), la activi-
dad locomotora (Kelly et al., 1998), el desarrollo cerebral (McNamara et al., 1998), el efecto que
ejercen las drogas psicoactivas (Broadhurst, 1978) o el grado de susceptibilidad a la muerte
neuronal debida a excitotoxicidad (Schauwecker and Steward, 1997), entre otros.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que, mientras algunas caracteristi-
cas genéticas de la cepa C57BL/6] pueden atenuar el deterioro cognitivo provocado por el si-
lenciamiento del gen Fmr1 (Paradee et al.,, 1999; Dobkin et al., 2000; Spencer et al., 2011), las
caracteristicas genéticas de la cepa FVB.129 podrian estar atenuando las alteraciones en la
actividad cortical de onda lenta aqui caracterizada o, alternativamente, que las caracteristicas
de la cepa C57BL/6] podrian estar amplificando dichas alteraciones, pues aunque las diferen-
cias entre los animales Fmr1KO y control con fondo genético FVB.129 no fueron significativas,

tendieron a producirse en la misma direccién que las detectadas en los animales con fondo
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genético C57BL/6]. Lo anterior sugiere que la influencia del silenciamiento de Fmr1 sobre los
parametros de la SO podria ser mas sutil que la influencia del fondo genético o, dicho de otra
manera, que el fenotipo de red en los animales Fmr1KO podria estar determinado en mayor
medida por el fondo genético que por la mutacién en si misma. Se ha argumentado que esta
sensibilidad diferencial de las cepas FVB.129 y C57BL/6] al silenciamiento de Fmr1 puede estar
reflejando el impacto que ejerce el fondo genético en el fenotipo humano del sindrome, lo cual
serfa consistente con la alta heterogeneidad que presenta, sugiriendo que otros genes pueden
jugar un papel relevante a la hora de determinar la severidad de las alteraciones debidas a la
mutacion de FMR1 (Spencer et al., 2011). Futuros estudios podran clarificar cuales son los fac-
tores genéticos responsables de la afectacién diferencial de los parametros de la SO en ambas
cepas, lo que permitiria identificar los factores que atentian el fenotipo de red en estos anima-
les, y quizas en los humanos con FXS, abriendo la puerta a nuevas dianas o estrategias terapéu-
ticas.

A diferencia de lo observado en el modelo Fmr1KO con fondo genético FVB.129, cuando el
gen Fmr1 fue silenciado en animales con fondo genético C57BL/6] los parametros de la SO difi-
rieron sustancialmente entre los animales Fmr1KO y control. La frecuencia de la SO fue signifi-
cativamente mayor en los animales FmriKO, y ello se debié a un acortamiento de sus Up states
y sus Down states respecto a los control, en las cuatro areas corticales estudiadas. El aumento
de la frecuencia oscilatoria en los animales Fmr1KO podria estar reflejando la hiperexcitabili-
dad cortical que ha sido sistematicamente reportada en este modelo y en pacientes del sindro-
me (Chuang et al., 2005; Gibson et al., 2008; Curia et al., 2009; Olmos-Serrano et al.,, 2010; Hays
et al, 2011; Testa-Silva et al., 2012), y que es consistente con su tendencia a presentar hiper-
sensibilidad sensorial (Miller et al, 1999; Chen and Toth, 2001; Hagerman and Hagerman,
2002) y crisis epilépticas (Chen and Toth, 2001; Berry-Kravis et al., 2010). En apoyo de esta
idea, el disparo de la red local durante el Down state fue mayor en los animales Fmr1KO que en
los control, alteraciéon que ademas podria estar provocando el acortamiento de sus Down states,
pues las fluctuaciones de alta frecuencia durante dicho estado facilitan que se alcance el umbral
critico de excitabilidad que inicia un nuevo Up state, acortandose en consecuencia la duracion
del Down state cuando el disparo aumenta (Compte et al., 2003; Sanchez-Vives et al., 2017b).
Asimismo, los animales Fmr1KO presentaron un desplazamiento hacia las altas frecuencias del
pico de sincronizacion de las oscilaciones gamma contenidas en el Up state, resultado que su-

giere una disminucion de la retroalimentacién inhibitoria que determina la periodicidad de
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estas oscilaciones (Compte et al.,, 2008; Sanchez-Vives et al., 2010), y que es congruente con la
transmision GABAérgica deficiente que ha sido reportada en este modelo (D'Hulst and Kooy,
2007; Curia et al., 2009; Olmos-Serrano et al., 2010; Paluszkiewicz et al., 2011a; Paluszkiewicz
etal, 2011b).

El aumento de la excitabilidad cortical en los animales Fmr1KO, que se vio reflejado en el
aumento de la frecuencia oscilatoria, el mayor disparo de la red durante el Down state y el des-
plazamiento del pico de sincronizacién de las oscilaciones gamma hacia frecuencias mas eleva-
das, no es consistente con la tendencia a la menor velocidad de propagacién de la SO que pre-
sentaron en relacidon a los animales control. Ello podria deberse a que el disefio del electrodo
empleado en el presente estudio permite calcular la velocidad de propagacién en una unica
dimensidn, lo que provoca que se promedien ondas que viajan en diferentes direcciones cuando
hay mas focos de origen y la propagacién estd menos polarizada, subestimando su velocidad.
Alternativamente, la tendencia a la disminucién de la velocidad de propagacidn que se observo
en los animales Fmr1KO podria estar relacionada con la mayor densidad de espinas dendriticas
que presentan estos animales, inmaduras y con una morfologia alterada (Comery et al., 1997;
McKinney et al., 2005; Grossman et al., 2006), que podria tener como consecuencia una desor-
ganizacion del circuito cortical que afectara a su capacidad para propagar la actividad, lo cual
no es incompatible con un aumento de la excitabilidad del circuito a nivel local. Con indepen-
dencia de su velocidad, la mayoria de Up states de los animales Fmr1KO y control se propagaron
en la direccion anteroposterior, coincidiendo con estudios previos en la corteza del ratén (Ruiz-
Mejias et al., 2011) y el humano (Massimini et al., 2004), caracteristica que también se vio refle-
jada en el coeficiente de variacién de la frecuencia de la SO, que si bien fue menor en los anima-
les Fmr1KO que en los control, en ambos grupos present6 valores mas bajos en las areas corti-
cales anteriores que en las posteriores, sugiriendo que esta propiedad del circuito cortical esta

preservada en el modelo Fmr1KO.

La disminucién de la duracién del Up state reportada en el presente estudio contradice los
resultados obtenidos en otros trabajos que han usado la SO como paradigma para estudiar la
funcién cortical en el modelo FmriKO, y que han sido conducidos en la corteza somatosensorial
de animales en periodo de desarrollo. Dichos trabajos han reportado que los Up states registra-
dos en las neuronas excitatorias de la capa IV cortical in vitro, y evocados por la estimulacion

talamica, presentan una mayor duracion en los animales Fmr1KO que en los control (Gibson et
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al., 2008; Westmark et al., 2016), resultado que también ha sido obtenido cuando los Up states
son registrados en las capas IV-V y generados de manera espontanea in vivo (Hays et al,, 2011).
Sin embargo, esta diferencia entre los animales Fmr1KO y control se atenda con la edad (Hays
etal, 2011), y no puede ser replicada en otro estudio, que no halla diferencias en la duracion de
los Up states registrados en las capas II-1II (Goncalves et al., 2013). Estas divergencias pueden
estar influenciadas por la heterogeneidad metodolégica que existe entre estos trabajos (e.g. in
vivo vs. in vitro, intracelular vs. extracelular, no anestesiados vs. anestésicos de distintas clases,
actividad espontanea vs. evocada, diferentes capas corticales, diferentes métodos de deteccion
de los Up states), pero uno de sus determinantes mas plausible es la edad de los animales. Se
han descrito numerosas alteraciones transitorias en el desarrollo del circuito cortical de los
animales Fmr1KO, todas alrededor de la segunda-tercera semana de vida, las edades empleadas
en los trabajos anteriormente citados. Estas alteraciones incluyen un retraso en la estabiliza-
cion de las espinas dendriticas (Cruz-Martin et al., 2010), una distribucién espacial mas difusa
de las conexiones entre la capa IV y las capas II-III que se normaliza en el dia postnatal 22 (Bu-
reau et al,, 2008), un incremento de la conectividad entre las neuronas piramidales de la capa V
que ya no puede apreciarse a la edad de tres-cuatro semanas (Testa-Silva et al.,, 2012) o un
retraso en la desincronizacion abrupta de la actividad cortical espontanea que sucede alrede-
dor del dia postnatal 12 (Golshani et al., 2009; Rochefort et al., 2009). La transitoriedad de estas
alteraciones sugiere que algunas de las anormalidades a nivel de red que estan presentes en los
animales Fmr1KO en periodo de desarrollo pueden no persistir, o expresarse de otro modo, a la
edad adulta. Este parece ser el caso de la duracion de los Up states, que mostro una ligera ten-
dencia a ser mayor en los animales Fmr1KO que en los control cuando la SO fue registrada en la
corteza somatosensorial de ratones de tres-cuatro semanas de edad (Fig. Supl.4), pero fue sig-
nificativamente menor al ser registrada en animales adultos, de 5 meses de edad.

A pesar de las discrepancias entre el presente y los estudios anteriormente citados, en todos
ellos se reportan alteraciones que son consistentes con un circuito cortical hiperexcitable y un
desbalance entre la transmision excitatoria e inhibitoria en los animales Fmr1KO (Gibson et al.,
2008; Hays et al,, 2011; Goncalves et al.,, 2013; Westmark et al.,, 2016). Ello sugiere que la hipe-
rexcitablidad cortical es una caracteristica capital del FXS, que persiste en la edad adulta, si bien

puede manifestarse a través de distintas alteraciones a lo largo del desarrollo.
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Los mecanismos responsables de la hiperexcitabilidad cortical que esta presente en el FXS
no son aun del todo conocidos, pero parecen implicar la actividad incontrolada de los recepto-
res metabotrépicos de glutamato (mGluR) del grupo I, especialmente los receptores mGluR5
(Bear et al., 2004; Giirkan and Hagerman, 2012; Michalon et al., 2012), asi como una transmi-
sién GABAérgica deficiente (D'Hulst and Kooy, 2007; Berry-Kravis et al,, 2012; Henderson et al.,
2012). Se sabe que la activacion postsinaptica de los receptores mGluR5 promueve la sintesis
de endocannabinoides (Varma et al., 2001), y que estos, a su vez, estan involucrados en la de-
presioén sindptica a largo plazo (LTD, del inglés long-term synaptic depression) de las sinapsis
excitatorias y, especialmente, las inhibitorias (Marsicano and Lutz, 1999; Kano et al., 2009). Ello
plantea la hipétesis de que esta actividad incontrolada de los receptores mGluR5 podria estar
provocando una desregulaciéon de la modulacién sinaptica que ejerce el sistema endocannabi-
noide y, de hecho, el aumento de la sefializacién endocannabinoide se ha asociado a un incre-
mento de la excitabilidad cortical en el modelo Fmr1KO (Zhang and Alger, 2010), asi como a
alteraciones en la LTD (Zhang and Alger, 2010; Jung et al., 2012). En apoyo de esta idea, el blo-
queo farmacolégico y genético del receptor cannabinoide CB1 restaura los déficits cognitivos
que presenta el modelo Fmr1KO, su propension a sufrir crisis epilépticas y la morfologia anor-
mal de sus espinas dendriticas (Busquets-Garcia et al., 2013; Busquets-Garcia et al., 2014; Go-
mis-Gonzalez et al.,, 2016), apuntando a que podria ser un tratamiento efectivo para algunas de
las principales alteraciones del FXS.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la subexpresion del recep-
tor cannabinoide CB1 también es capaz de revertir la funcioén cortical alterada en los animales
Fmr1KO, normalizando la frecuencia de la SO mediante el incremento de la duracion de sus
Down states y sus Up states, que ya no difirieron respecto a los animales control. La elongacién
del Up state en respuesta al bloqueo de los receptores CB1 se ha descrito en otro trabajo, que la
ha vinculado a un incremento en la frecuencia de los potenciales inhibitorios postsindpticos en
las neuronas piramidales (Pava et al., 2014), sugiriendo que esta intervencién reduce la excita-
bilidad cortical. Ello es coherente con la disminucion del disparo de la red local durante el Down
state que presentaron los animales Fmr1KO que subexpresaban el receptor CB1, subexpresion
que también provocéd que el pico de sincronizaciéon de las oscilaciones gamma durante el Up
state se desplazara hacia las bajas frecuencias, lo que podria estar relacionado con una retroa-
limentacidon inhibitoria mas eficaz en estos animales. Ello apunta a que la reversion del fenotipo

de red identificada en el presente estudio, asi como otros efectos beneficiosos que se han repor-
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tado en el modelo Fmr1KO al bloquear el receptor CB1 (Busquets-Garcia et al., 2013; Busquets-
Garcia et al,, 2014; Gomis-Gonzalez et al., 2016), podrian deberse a una disminucién de la exci-
tabilidad cortical.

La mayoria de parametros de la SO fueron modulados por la subexpresion del receptor can-
nabinoide CB1 de manera diferencial en los animales FmriKO y control, indicando una clara
interaccion entre la funcién del gen Fmr1 y el sistema endocannabinoide. Algunos ejemplos son
la duracion del Up state, que aument6 de manera significativa en la mayoria de areas corticales
de los animales Fmr1KO pero tendié a reducirse en los animales control, el disparo relativo de
la red, que tendidé a aumentar en los animales Fmr1KO pero disminuy6 en los control, o la sin-
cronizacién de la actividad en el rango de frecuencias beta-gamma durante los Up states, que
aumenté en los animales FmriKO pero disminuy6 en los animales control. El esclarecimiento
de los mecanismos que determinan la respuesta diferencial de los animales Fmr1KO y control a
la subexpresion del receptor cannabinoide CB1 queda fuera del alcance esta tesis, pero dada la
amplia distribucién de CB1 en la corteza y estructuras subcorticales (Herkenham et al., 1990;
Zurolo et al,, 2010; Callén et al., 2012), la implicacién del sistema endocannabinoide en la regu-
lacion de la neurotransmision inhibitoria y excitatoria (Freund et al., 2003; Kano et al,, 2009), y
su capacidad moduladora de los patrones de actividad de la red cortical (Hajos et al., ; Freund et
al,, 2003; Gerdeman and Lovinger, 2003; Goonawardena et al., 2011; Kucewicz et al,, 2011), es
razonable esperar que el efecto neto de su manipulaciéon sea complejo, y que altere los parame-
tros de red en distintas direcciones dependiendo del estado previo de la funcién cortical que,
como ha demostrado la caracterizacion llevada a cabo en esta tesis, difiere entre los animales

Fmri1KO y control.

Para concluir, los parametros de la oscilacion lenta difieren entre los animales FmriKO y
control cuando el gen Fmrl es silenciado en ratones con fondo genético C57BL/6], pero no
cuando es silenciado en ratones con fondo genético FVB.129, indicando que las diferencias
entre ambas cepas modulan la expresién del fenotipo de red en este modelo. Los animales
Fmr1KO con fondo genético C57BL/6] presentan una frecuencia de la oscilacion lenta significa-
tivamente mayor que la de los animales control, junto con una reduccién de la duracién del Up
state, del Down state y del coeficiente de variacién de la SO, asi como un mayor disparo de la red
durante el Down state y un desplazamiento hacia las altas frecuencias del pico de sincroniza-

cién de las oscilaciones gamma durante el Up state, desviaciones que pueden ser revertidas
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mediante la subexpresion del receptor cannabinoide CB1. Los resultados obtenidos sugieren
que la red cortical de los animales Fmr1KO es mas excitable que la de los animales control, hi-
perexcitabilidad que podria estar relacionada con los déficits cognitivos y las alteraciones con-
ductuales que son caracteristicas del sindrome, y afiaden evidencia en favor del potencial te-

rapéutico que podria tener el bloqueo del receptor CB1 en el FXS.

6.2. Discusion general

A lo largo de esta tesis se ha utilizado como paradigma para estudiar la funcién cortical la
SO, el patrén ritmico cerebral mas prominente durante el SWS y bajo ciertos tipos de anestesia,
demostrando que la actividad cortical emergente de los modelos de la AD 3xTg-AD y SAMPS8, y
del modelo del FXS FmriKO, aparece perturbada en relacién a los animales control. Estas per-
turbaciones son el resultado de las alteraciones a nivel celular y sinaptico que presentan estos
modelos, y podrian estar contribuyendo a los déficits cognitivos que les son caracteristicos, y

que reproducen el deterioro cognitivo asociado a las enfermedades que representan.

Notablemente, varias de estas perturbaciones en relacién a los animales control fueron con-
sistentes entre los dos modelos de la AD estudiados, como la menor frecuencia de la SO, el au-
mento de la duracién del Up state, del Down state y del coeficiente de variacion del ciclo oscila-
torio, o el desplazamiento hacia las bajas frecuencias del espectro de potencia medio durante el
Up state, alteraciones que sugieren que la red cortical de los animales 3xTg-AD y SAMP8 es
menos excitable que la de los animales control. Estas similitudes, sin embargo, se dieron al
comparar los animales SAMP8 de 5 o 7 meses de edad con los animales 3xTg-AD de 20 meses,
desfase temporal que podria deberse al envejecimiento acelerado que presenta el modelo
SAMPS, cuya esperanza de vida es un 40% mas corta que la de su grupo control, los animales
SAMR1 (Takeda, 2009), y que la de los animales 3xTg-AD (Forster et al., 2003; Yuan et al., 2009;
Olkhanud et al., 2012). Ello sugiere que la esperanza de vida media, que es una medida de la
aceleracién del envejecimiento, es una variable relevante que es necesario tomar en considera-
cion a la hora de comparar los hallazgos obtenidos en diferentes modelos animales, especial-
mente en aquellos que representan enfermedades neurodegenerativas asociadas a la vejez.

Una de las anormalidades electroencefalograficas mas ampliamente reportada en pacientes

de la AD es el desplazamiento del espectro de potencia hacia frecuencias mas bajas, desplaza-
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miento conocido como “enlentecimiento del EEG” (Soininen and Riekkinen, 1992; Dauwels et
al,, 2010; Tsolaki et al.,, 2014; Engels et al., 2016), y que correlaciona positivamente con la seve-
ridad de la enfermedad (Hughes et al., 1989; Kowalski et al., 2001) y la magnitud del deterioro
cognitivo (revisado en Jeong, 2004). El desplazamiento hacia las bajas frecuencias del espectro
de potencia medio durante el Up state que presentaron los animales 3xTg-AD y SAMP8 es remi-
niscente de dicho enlentecimiento, y aporta evidencia a favor de la adecuacion de estos mode-
los para investigar las alteraciones funcionales que tienen lugar durante la AD, pues existen
muy pocos estudios que describan anormalidades espectrales en modelos animales de la en-
fermedad similares a las que se producen en humanos (Sabbagh et al.,, 2013). Observaciones
previas de nuestro grupo han demostrado que las alteraciones espectrales que tienen lugar
durante el Up state se mantienen en el estado cerebral de vigila (Ruiz-Mejias et al., 2016), sugi-
riendo que el desplazamiento del espectro de potencia hacia las bajas frecuencias que presen-
tan los animales SAMP8 y 3xTg-AD persistira en dicho estado, hipdtesis que debera ser com-
probada en futuros estudios, que ademdas deberdn determinar cudl es la relacién entre esta

alteracion y los déficits cognitivos que presentan estos modelos.

Aunque se sabe que la AD es un desorden complejo y de etiologia multifactorial, en el que
numerosas alteraciones a nivel subcelular, celular, sindptico y de red interactian entre si, los
mecanismos responsables de estas alteraciones, asi como la secuencia temporal en la que se
producen e interactian, son aun desconocidos (Selkoe, 2002; Palop et al., 2006; Savioz et al,,
2009; Marques et al., 2010; Palop and Mucke, 2010a; Korczyn, 2012; Canter et al., 2016). La
disminucién de la excitabilidad cortical a la que apuntan los resultados obtenidos en los anima-
les 3xTg-AD y SAMP8 debe interpretarse en el contexto de dicha complejidad pues, aunque son
congruentes con la reduccién progresiva de la actividad neuronal (Silverman et al., 2001; Stam
etal, 2002; Prvulovic et al.,, 2005; Gillespie et al., 2016) y la disminucién del metabolismo corti-
cal (Silverman et al,, 2001; Johnson et al.,, 2012) que han sido descritos en pacientes de la AD, la
propension a sufrir crisis epilépticas y la hiperexcitabilidad cortical son también caracteristicas
distintivas de la enfermedad (Palop and Mucke, 2009; Palop and Mucke, 2010b; D'Amelio and
Rossini, 2012; Born, 2015; Palop and Mucke, 2016; Vossel et al., 2017). Ademas, estas dos mani-
festaciones, aparentemente contradictorias, pueden ser dependientes del estado cerebral y
convivir en el mismo estadio del proceso degenerativo, pues se ha demostrado que regiones
corticales que aparecen hipometabdlicas en estado de reposo pueden, a su vez, mostrar aumen-

tos aberrantes de actividad neuronal durante la adquisiciéon de nuevas memorias (Minoshima
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etal, 1997; Sperling et al,, 2009). A pesar de que ambas alteraciones han sido sistematicamente
asociadas a la acumulacidon del péptido Af, una de las principales marcas histopatolodgicas de la
AD (Querfurth and LaFerla, 2010; Selkoe, 2011), el hipometabolismo cortical puede ser inde-
pendiente de dicha acumulacién (Forster et al., 2012; Landau et al,, 2012; Altmann et al., 2015),
y también lo es la disminucién de la excitabilidad cortical que sugieren los resultados obtenidos
en los animales 3xTg-AD y SAMPS8, ya que los animales SAMP8 no presentan placas de Af3 hasta
los 18 meses de edad (Pallas et al,, 2008), y las resonancias magnéticas que realizamos en los
animales 3xTg-AD de 20 meses revelaron una muy escasa deposicién amiloide. Asimismo, se ha
demostrado que la presencia de Af puede provocar hiperexcitabilidad cortical, ya sea en sus
formas solubles (Busche et al., 2012) o insolubles (Palop et al., 2007; Busche et al., 2008; Min-
keviciene et al., 2009; Grienberger et al.,, 2012), pero también una reduccién de la transmision
sinaptica excitatoria que conduce a la disminucién de la actividad neuronal (Hsia et al., 1999;
Kamenetz et al., 2003; Snyder et al., 2005; Hsieh et al.,, 2006), resultados coherentes con los
obtenidos en el presente trabajo, en el que se observé que el disparo de la red local esta reduci-
do cerca de las placas de AP en el modelo de amiloidosis APP/PS1.

Asi pues, tanto el aumento como la disminucién de la excitabilidad cortical son alteraciones
que estan presentes en la AD, y ambas pueden estar relacionadas con la acumulaciéon del pépti-
do AB, o depender de mecanismos ajenos a su deposicion. Asimismo, y puesto que en la gran
mayoria de casos la AD es una enfermedad de inicio tardio y asociada a la vejez (Harvey et al.,
2003), es muy probable que algunos de estos mecanismos estén reflejando el propio proceso de
envejecimiento fisiolégico, o bien interaccionen con él. De hecho, se ha demostrado que los
modelos con mutaciones en APP y/o PS1 presentan déficits de aprendizaje y alteraciones en la
plasticidad sinaptica que también se producen en los animales control de edad avanzada
(Gruart et al.,, 2008), y los resultados obtenidos en esta tesis muestran que el disparo de la red
local evoluciona de manera similar a medida que los animales 3xTg-AD y control envejecen,
pero no asi el resto de parametros de la SO, apoyando la idea de que en el mismo estadio del
proceso degenerativo coexisten cambios relacionados con el envejecimiento fisiologico y otros
relacionados con el desarrollo patolégico de la AD.

Futuros estudios deberan clarificar cudl es el curso temporal de las alteraciones a nivel celu-
lar y sindptico que son especificas de la AD, cémo se relacionan con la acumulacién del péptido

AB, y de qué manera interactian entre si a lo largo del tiempo para dar lugar a la disrupcién de
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la funcidn cortical que, en ultima instancia, es la responsable de los déficits cognitivos que estan

presentes en la enfermedad.

Los resultados aqui obtenidos en los animales SAMP8 y 3xTg-AD apoyan la nocion de que
dicha funcién cortical puede verse alterada en ausencia de agregados del péptido AB, y de que
puede hacerlo en la misma direcciéon en dos modelos de la AD que presentan notables diferen-
cias entre si, como distintos fondos genéticos, presencia o ausencia de manipulaciones genéti-
cas, o una esperanza de vida media desigual. Notablemente, las alteraciones que mostraron
estos dos modelos fueron contrarias a las que se observaron en el modelo del FXS Fmr1KO, que
present6 una frecuencia de la SO mayor que la de los animales control, asi como una disminu-
cién de la duracién del Up state, del Down state y del coeficiente de variacidn del ciclo oscilato-
rio, junto con un aumento del disparo de la red durante el Down state y un desplazamiento
hacia las altas frecuencias del pico de sincronizacién de las oscilaciones gamma durante el Up
state, sugiriendo que, en oposicion a los modelos de la AD y en concordancia con lo observado
en otros sindromes del espectro autista (Markram and Markram, 2010), la red cortical de los
animales Fmr1KO es mas excitable que la de los animales control.

Lo anterior apunta a que algunos parametros de la red cortical se alteran de manera especi-
fica en funcion de la enfermedad examinada, y también que distintos mecanismos patoldgicos a
nivel celular y sindptico podrian converger en las mismas alteraciones de red, sugiriendo que
las estrategias orientadas a la restauracion de la actividad normal podrian convertirse en una
diana terapéutica comun a diferentes patologias, y que la deteccion de la funcién cortical alte-
rada, por ejemplo mediante el EEG, podria representar una herramienta util, no invasiva y
econOmica, para su diagnoéstico, la monitorizacién de su progresion, o la evaluacién de la efecti-
vidad de potenciales tratamientos (Jeong, 2004; Reinhold et al.,, 2005; Ahmadlou et al., 2010;
Lee etal., 2015).

La caracterizacion de la SO llevada a cabo a lo largo de esta tesis demuestra que sus parame-
tros son sensibles a las alteraciones que presentan los modelos SAMP8, 3xTg-AD, y FmriKO,
proporcionando una estimacién del estado de la red cortical que parece discriminar entre los
modelos de la AD y el FXS. Estos parametros, ademas, fueron modulados por la edad y en res-
puesta a intervenciones que ya han reportado efectos beneficiosos en estos modelos (Alvarez-
Lopez et al,, 2013; Busquets-Garcia et al.,, 2013; Bayod et al., 2015), apuntando a que reflejan
tanto los cambios que ocurren durante el desarrollo como la naturaleza degenerativa de la AD,

y que pueden ser indicativos de la efectividad de potenciales tratamientos.
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El estudio de las oscilaciones lentas, por tanto, proporciona un fenotipo de red que puede
ser contrastado con el que estd presente en humanos, sugiriendo las anormalidades que subya-
cen a la actividad de red perturbada, asi como los mecanismos de red implicados en los déficits
cognitivos que muestran estos modelos y los pacientes de las enfermedades que representan.
Mas aun, el deterioro de la actividad de onda lenta podria estar contribuyendo a las alteracio-
nes del suefio que se han descrito en los pacientes de la AD y el FXS (Kronk et al., 2009; Tawfik
et al,, 2009; Wirojanan et al., 2009; Kronk et al,, 2010; Ju et al., 2014), asi como tener un papel
fisiopatolégico en los déficits cognitivos que son comunes en estas enfermedades, pues la SO ha
sido relacionada con la consolidacién de los trazos de memoria adquiridos durante la vigilia
(Marshall et al., 2006; Peyrache et al., 2009), la homeostasis, recalibraciéon e induccién de la
plasticidad sinaptica (Reig et al.,, 2006; Chauvette et al., 2012; Tononi and Cirelli, 2014), o el
mantenimiento basico de las neuronas que forman parte de la red cortical (Vyazovskiy and
Harris, 2013). Futuros estudios deberan comprobar si las alteraciones aqui detectadas persis-
ten durante el SWS y el estado de vigilia activa, y determinar cémo estas alteraciones se rela-
cionan con los déficits cognitivos que estan presentes en estos modelos y los pacientes de la AD

y el FXS.
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7. CONCLUSIONES

1. Las alteraciones que presentan los modelos 3xTg-AD, SAMP8 y FmriKO se reflejan en la
actividad cortical emergente espontanea, que aparece perturbada en relacién a los anima-

les control.

2. El envejecimiento de los animales control del modelo 3xTg-AD se caracteriza por un au-
mento progresivo de la frecuencia de la oscilacién lenta desde los 7 a los 20 meses de edad,
provocado por un acortamiento de sus Down states pero sobretodo de sus Up states, que va
acompaiiado de un incremento del disparo de la red local y de un desplazamiento hacia las
altas frecuencias del espectro de potencia medio durante los Up states, sugiriendo que el
aumento de la excitabilidad cortical es una de las caracteristicas del envejecimiento fisiol6-

gico en el raton.

3. Los pardmetros de la oscilacion lenta presentan pocas diferencias entre los animales con-
trol y 3xTg-AD a los 7 meses de edad, pero son modulados por el envejecimiento de manera
diferencial en ambos grupos. El envejecimiento de los animales 3xTg-AD se caracteriza por
un aumento del disparo de la red local que va acompafiado de una tendencia a la elonga-
cion del Up state y de un alargamiento significativo del Down state, asi como de un incre-
mento en la variabilidad del ciclo oscilatorio. Ello sugiere una alteraciéon de los mecanismos
de red que determinan la alternancia entre los Up states y los Down states, que resulta en
una red cortical menos flexible, que tiene mayores dificultades que la de los animales con-

trol para cambiar de estado.

4. Alos 20 meses de edad, los animales 3xTg-AD presentan una frecuencia de la oscilacién
lenta significativamente menor que la de los animales control, junto con un incremento
significativo de la duracién del Up state, del Down state y del coeficiente de variacién de la
SO, asi como un menor disparo relativo de la red y un desplazamiento hacia las bajas fre-
cuencias del espectro de potencia medio durante el Up state, lo que sugiere que su red cor-

tical podria ser menos excitable que la de los animales control.
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5. Los parametros de la oscilacion lenta en el modelo SAMP8 y su control, SAMR1, se mantie-
nen relativamente estables durante la transicion de los 5 a los 7 meses de edad, pero los
animales SAMP8 presentan una frecuencia de la oscilacién lenta significativamente menor
que la de los animales control, junto con un incremento significativo de la duracién del Up
state, del Down state y del coeficiente de variacion de la SO, asi como un menor disparo de
la red durante el Down state y un desplazamiento hacia las bajas frecuencias del espectro
de potencia medio durante el Up state, lo que sugiere que la red cortical de los animales

SAMP8 podria ser menos excitable que la de los animales SAMR1.

6. Laregulacion a la baja de los mecanismos de adaptacién dependientes de actividad impli-
cados en la terminacidn del Up state, junto con el menor disparo de la red durante el Down
state, podrian estar causando la elongacién de los Up states y los Down states en los anima-
les SAMPS8, elongacion que resulta en una red cortical menos flexible, que tiene mayores di-

ficultades que la de los animales control para cambiar de estado.

7. Larealizacion de ocho semanas de ejercicio fisico voluntario no consigue cancelar las dife-
rencias entre los animales SAMP8 y SAMR1, pero reduce el disparo relativo de la red y au-
menta la sincronizacién de las altas frecuencias durante el Down state en ambos grupos,
atenuando los efectos de la edad sobre estos parametros. Ello sugiere que los parametros
de la SO podrian ser marcadores efectivos de la progresion del envejecimiento, asi como de

la efectividad de los tratamientos orientados a su prevencion o reversion.

8. Laactividad de onda lenta registrada cerca de las placas del péptido 3-amiloide en el mode-
lo APP/PS1 presenta un menor disparo de la red local durante los Up states y los Down sta-
tes que la registrada lejos de ellas, junto con una menor sincronizacién de la actividad en el
rango de frecuencias beta-gamma y una disminucién de la entropia de la sefial durante el
Down state, sugiriendo una reduccion de la excitabilidad cortical alrededor de las placas de

[-amiloide.

9. Los parametros de la oscilacion lenta difieren entre los animales Fmr1KO y control cuando

el gen Fmr1 es silenciado en ratones con fondo genético C57BL/6], pero no cuando es silen-
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ciado en ratones con fondo genético FVB.129, indicando que las diferencias entre ambas

cepas modulan la expresion del fenotipo de red en este modelo.

Los animales Fmr1KO con fondo genético C57BL/6] presentan una frecuencia de la oscila-
cion lenta significativamente mayor que la de los animales control, junto con una reducciéon
de la duracion del Up state y del Down state, asi como un mayor disparo de la red durante el
Down state y un desplazamiento hacia las altas frecuencias del pico de sincronizacién de las
oscilaciones gamma durante el Up state, lo que sugiere que su red cortical podria ser mas

excitable que la de los animales control.

La subexpresion del receptor cannabinoide CB1 restaura los pardmetros de red alterados
en los animales Fmr1KO, sugiriendo que podria ser un tratamiento efectivo para normali-

zar la hiperexcitablidad cortical que presenta dicho modelo.

Los modelos de la Enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD y SAMP8 presentan desviaciones
similares respecto a los animales control, y opuestas a las que presenta el modelo del
Sindrome X fragil FmriKO, sugiriendo que algunos parametros de la oscilacion lenta se al-

teran de manera especifica en funcién de la enfermedad examinada.

Las oscilaciones lentas proporcionan una estimacion del estado de la red cortical, y sugie-
ren los mecanismos de red que pueden subyacer a los déficits cognitivos que presentan los
modelos 3xTg-AD, SAMP8 y Fmr1KO. Futuros estudios deberan comprobar si las alteracio-
nes aqui detectadas persisten durante el suefio de onda lenta y el estado de vigilia activa, y
determinar como estas alteraciones se relacionan con los déficits cognitivos que estan pre-
sentes en estos modelos y los pacientes de la Enfermedad de Alzheimer y el Sindrome X

Fragil.
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TABLAS Y FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Pardametro Grupo Edad PrL_HD PrL_HI M1_HD M1_HI S1_HD S1_HI V1_HD VI1_HI PrLp Mip Sip Vip
3 meses 0.75£0.1 0.74%0.11 0.72#0.13 0.76£0.15 0.76x0.1 0.82#0.17 0.77+0.09 0.780.11 0.73 0.62 0.43 0.73
7meses 0.64%0.13 0.61x0.11 0.63+0.12 0.64+0.13 0.59+0.07 0.61%0.06 0.64+0.07 0.62+0.06 0.21 0.91 0.45 0.22

S0 frec. we 14 meses 0.79£0.16 0.79+0.15 0.73x0.18 0.73#0.17 0.7¢0.12  0.7#0.12 0.77%0.15 0.76%0.16 0.88 1.00 1.00 0.91
20 meses 0.85+0.19 0.83x0.17  0.90.20  0.9£0.19  0.95x0.2 0.95x0.22 0.9:0.13 0.89%0.16  0.53 1.00 0.90 0.85

3xTg 7meses 0.77£0.17 0.77+0.19 0.68+0.15 0.69x0.15 0.71£0.15 0.71£0.16 0.71x0.16 0.71x0.19 0.97 0.99 0.94 0.92

20 meses 0.65+0.14  0.6+0.13  0.62+0.17 0.64+0.15 0.67+0.22 0.72+0.18 0.70+0.17 0.66+0.15 0.55 1.00 0.69 1.00

3meses 0.43%0.06 0.44+0.06 0.45+0.05 0.44£0.05 0.41x0.04 0.39:0.05 0.39£0.04 0.39£0.05  0.62 0.79 0.52 0.97

Wwe 7meses  0.48+0.06 0.49£0.06 0.470.07 0.47+0.07 0.46+0.04 0.44+0.04 0.42%0.05 0.42+0.04 091 0.95 0.35 0.47

Up dur. 14 meses  0.4£0.07  0.4£0.06 0.38+0.04 0.38+0.07 0.38+0.04 0.38+0.05 0.36x0.05 0.37x0.05 0.80 0.90 0.84 0.77
20 meses 0.35:0.06 0.36x0.05 0.31x0.07 0.31£0.07 0.29£0.07 0.29%0.05 0.31x0.05 0.31+0.05 0.32 0.96 0.71 0.75

3T 7meses  0.39%0.09 0.39£0.08 0.4£0.07 0.41%0.1 0.38+0.07 0.39:0.06 0.38+0.08 0.39£0.06  0.86 0.89 0.89 0.72

20 meses  0.48+0.05 0.48+0.05 0.44+0.1 0.42+0.09 0.39£0.08 0.37+0.08 0.39:0.07 0.38+0.05  0.69 0.73 0.84 0.89

3meses 1.040.17 1.02£0.19 1.12+0.28 1.11#0.29 1.10#0.11 1.10£0.12 1.06+0.13 1.06%0.13 0.91 0.62 0.91 0.73

7meses 1.47+0.81 1.41£0.47 1.28+0.22 1.28+0.22 1.37#0.19 1.3820.18 1.32+#0.14 1.320.14 0.63 0.95 0.95 0.96

Down dur. w 14 meses 1.10£0.24 1.11x0.23 1.26%0.35 1.26%0.31 1.35+0.27 1.35+0.26 1.22+0.36 1.22x0.37  0.80 1.00 0.96 0.98
20 meses 1.12:v0.4 1.11x0.39 0.97x0.25 0.97+0.24 1+0.29 1£0.33 1.02£0.24 1.07%0.26 0.53 1.00 1.00 0.85

3xTg 7meses 1172031 1.17#0.33 1.34#0.34 1.32#0.32 1.28+0.38 1.28#0.39 1.29+0.39 1.320.44 1.00 1.00 0.99 0.92

20 meses 1.56+0.29  1.6+0.28 1.91x0.59 1.9+0.63 1.99+0.92 1.84+0.76 1.48+0.34 1.53%0.34 0.84 0.90 0.69 0.89

3meses 0.39%0.09 0.33%0.09 0.390.18 0.46x0.20 0.51x0.17 0.61x0.19 0.46x0.16 0.53%0.13  0.14 0.52 0.21 0.24

Wt 7meses 0.57£0.26  0.43%0.2 0.33+0.19 0.35£0.24 0.37+0.14 0.4820.24 0.49£0.22 0.41:0.18 0.16 0.98 0.28 0.44

14 meses  0.4£0.15 0.41£0.10 0.43+0.13 0.45£0.12 0.48:0.21 0.45:£0.24 0.47%0.19 0.44%0.17 0.84 0.65 0.61 0.60

cvso 20 meses 0.41+0.14 0.41x0.17 0.3¥0.05 0.31%0.05 0.370.12 0.38+0.15 0.41x0.16 0.39x0.17  0.90 0.72 1.00 0.85
3Tg 7meses  0.46+0.19 0.45:0.13 0.43+0.22 0.46x0.19 0.40:0.25 0.38+0.24 0.39#0.18 0.36£0.16  0.95 0.48 0.91 0.58

20 meses  0.65:0.3  0.53x0.22 0.52+0.09 0.47+0.12 0.71%0.34 0.76x0.23 0.61x0.3 0.54+0.18 0.69 0.41 1.00 0.89

3 meses 4.28+0.3  4.2520.28 4.18+0.27 4.15%0.29 4.14£0.17 4.11£0.22 4.2220.16 4.34%0.17 0.91 0.97 0.91 0.14

we 7meses 3.88+0.32 3.9£0.37 3.88+0.18 4.03x0.28 3.99+0.28 4.11x0.28 4.27%0.32 4.29:x0.3  0.98 017 0.32 0.91

FRUp 14 meses 4.01:0.47 3.99£0.43 3.9+0.26 3.99+0.29 4.32+0.34 4.42+0.43 4.3620.37 4.41£0.31 0.96 0.55 0.61 0.53
20 meses 5.35%0.52  5.5%0.52  5.69+0.3 5.72+0.29 6.03+0.39 6.08+0.5 5.59+0.29 6.15+0.44 0.80 0.79 1.00 0.34

3Tg 7meses 4.04x0.31  4x0.33  3.870.22 3.94£0.31 4.40£0.4 4.64+0.43 4.50+0.36 4.48+0.4  1.00 0.37 0.13 0.83

20 meses  5.33+0.52 5.37+0.34 5.16%0.36 5.36%0.45 5.89+0.69 5.96x0.53 6.06+0.32 6.37+0.41  1.00 0.55 0.84 0.68

3 meses 3.174#0.2  3.13:0.2 3.04+0.19 3.06+0.21 3.21#0.23 3.20£0.2 3.121£0.2 3.190.13 0.47 0.67 1.00 0.18

7 meses  2.98+0.16 2.95+0.17 2.88+0.15 2.93+0.16 2.99+0.17 3.05%0.19 3.02+#0.15 3.04%0.13 0.66 0.35 0.28 0.61

FR Down w 14 meses 2970.18 2.97+0.22 2.85:0.14 2.88+0.16 3.05+0.29 3.06x0.25 3.04£0.2 3.13x0.22  0.96 0.69 0.79 0.32
20 meses 4.01:0.39 4.30:0.45 4.07+0.24 4.24+0.39 4.27£0.37 4.430.44 4.10£0.26 4.36+0.39 0.32 0.33 0.80 0.28

34Tg 7meses 3.01£0.14 30.5£0.22 2.92+0.11 2.93+0.14 3.20£0.26 3.2920.32 3.16%0.21 3.16%0.20 0.76 1.00 0.48 0.83

20 meses 4.30£0.63  4.32+0.29 4.0320.56 4.15+0.46 4.45x0.69 4.52+0.55 4.58+0.51 4.88%0.05 0.84 0.73 1.00 0.48

3meses 1.46x0.35 1.44%0.26 1.58+0.29 1.55+0.38 1.39+0.35 1.37x0.28 1.74%0.24 1.83x0.31  0.73 0.73 0.97 0.62

Wt 7 meses 1.21£0.3  1.2620.32 1.420.21 1.54%0.28 1.56+0.24 1.58+0.24 1.87+0.31 1.91x0.32 0.80 0.17 1.00 0.88

FR rel. 14 meses 1.41#0.6 1.35:0.55 1.47+0.34 1.53+0.33 1.89+0.42 2.05%0.47 1.98+0.43 1.93+0.43 0.72 0.55 0.35 0.73
20 meses 1.88+0.43 1.62+0.41 2.33%0.37 2.11%0.47 2.64+0.36 2.48+0.32 2.79:0.31 2.74x0.54  0.38 0.28 0.62 1.00

30Ty 7meses 1412049 1.31#0.34 1.34£0.37 141039 1.72:042 1.94+0.38 1.94+0.41 1.89+0.44 0.78 0.64 0.08 0.95

20 meses 1.41:0.34 1.4:0.19  1.6x0.58 1.77+0.57 2.16x0.49 2.09+0.41 2.03:0.65 2.02+0.64 1.00 0.90 0.84 1.00

3meses 1.1720.07 1.14%0.07 0.95+0.1 0.95+£0.06 1.08+0.12 1.03#0.1 1.03+0.09 1£0.08 0.34 0.97 0.38 0.47

Wwe 7meses 1.13x0.12 1.080.14 0.97+0.1  0.9%0.09 0.97+0.09 0.96x0.09 1.01x0.09 0.94x0.08  0.18 0.06 0.70 0.08

Up Entr. 14 meses 1.19+0.14 1.19:0.014 1.10x0.11 1.03+0.13 0.99£0.14 0.97£0.13 10.07 1+0.09 0.96 0.21 0.72 0.98
20 meses 1.03£0.17 1£0.15  0.95£0.12 0.97+0.11 0.95:0.08 0.95:0.08 0.9£0.05 0.96x0.06 0.53 0.80 1.00 0.06

3xTg 7meses 1.13%0.19 1.14£0.12 1.10+0.16 1.04+0.15 1.08+0.12 1.02#0.1 1.04+0.09 1.04+0.09 0.76 0.28 0.15 0.56

20 meses 1.09+0.16  1#0.15  0.98#0.17 0.91x0.21 0.92+0.21 0.89+0.17 0.99x0.11 0.98x0.12  0.55 0.73 0.84 1.00

3meses 1.15+0.18 1.06+0.18 1.09+0.15 1.04x0.14 1.11£0.12 1.07£0.10 1.09+0.09 1.03+0.10 0.38 0.62 0.27 0.14

Wt 7meses 1.2120.16 1.18+0.17 1.13#0.10 1.04£0.15 1.08+0.13 1.05£0.12 1.10£0.09 1.05%0.12 0.42 0.03 0.66 0.28

Down Entr. 14 meses 1.22+0.14 1.17£0.2 1.16+0.12 1.10£0.19 1.13x0.2 1.11x0.19 1.07¢0.15 1.05x0.15  0.96 0.55 0.64 0.73
20 meses 1.03+0.17 1.04:0.16 0.88+0.16 0.93+0.21 0.9+0.1  0.93#0.1 0.89:0.14 0.88+0.2 1.00 1.00 0.62 1.00

3xTg 7meses 1.22#0.10 1.16£0.22 1.18+0.09 1.11#0.16 1.16+0.11 1.08%0.11 1.09+0.11 1.06%0.16 0.84 0.18 0.06 0.61

20 meses 1.18+0.12 1.17+0.03 1.15+0.18 1.04+0.23 0.97+0.33 0.86+0.33 1.04+0.20 1.08+0.16 0.84 0.56 0.42 0.89

Tabla suplementaria 1. Parametros de la SO en los hemisferios derecho e izquierdo del modelo 3xTg-
AD y su control. Las diferencias entre ambos hemisferios se evaluaron mediante la prueba t de Student
para muestras relacionadas, corregida para comparaciones multiples con el método de Bonferroni (a
corregida=0.0125), con la que no se encontré ninguna diferencia significativa. Los datos corresponden a
la media *+ SD. Wt (control). PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza motora primaria),
S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual primaria). HD (hemisferio derecho), HI (hemis-

ferio izquierdo). p (valor p).
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Parametro Grupo PrL_HD PrL_HI M1_HD M1_HI S1_HD S1_HI V1_HD V1_HI PrLp Mip S1p Vip
S5meses  0.89 £0.21 0.91 £0.19 1.02 £0.34 1.08 +0.31 1.14 +0.21 1.12 £0.17 1.04 +0.19 0.98 £0.20 0.88 0.70 0.88 0.88

R1 7 meses  0.88 +0.11 0.85 £0.08 1.05 #0.26 0.99 +0.22 0.97 £0.28 0.96 +0.30 0.81 £0.14 0.79 #0.14 0.64 0.44 1.00 0.72

7 m_ej 0.92 £0.12 0.88 +0.10 1.13 £0.17 1.12 +0.18 0.94 +0.09 1.03 £0.18 0.89 +0.16 0.89 +0.17 0.32 0.87 0.38 1.00

50 frec. S5meses 0.66 £0.30 0.66 +0.31 0.70 £0.15 0.74 0.12 0.70 £0.15 0.72 £0.17 0.68 0.16 0.72 +0.14 0.83 0.71 1.00 0.53
P8 7meses  0.73 £0.11 0.72 £0.11 0.88 +0.18 0.83 £0.11 0.85 x0.12 0.75 £0.11 0.73 £0.11 0.69 £0.14 0.79 0.66 0.13 0.48

7 m_ej 0.72 £+0.11 0.69 +0.13 0.82 £0.14 0.77 £0.13 1.01 +0.27 0.98 +0.18 0.67 +0.13 0.73 +0.13 0.64 0.57 0.87 0.38

Smeses  0.51 0.10 0.51 £0.08 0.50 £0.13 0.48 +0.12 0.46 +0.08 0.46 +0.07 0.48 £0.08 0.50 +0.09 0.88 0.40 0.88 0.88

R1 7meses  0.52 £0.06 0.54 £0.06 0.53 +0.09 0.55 0.1 0.54 x0.14 0.56 £0.15 0.56 £0.07 0.58 £0.08 0.64 0.72 0.79 0.44

7 m_ej 0.50 £0.05 0.54 0.05 0.50 £0.06 0.53 £0.09 0.52 +0.05 0.51 £0.07 0.51 +0.07 0.53 £0.07 0.19 0.50 0.87 0.57

U dur: Smeses  0.51 +0.23 0.51 £0.23 0.68 £0.09 0.65 +0.05 0.59 £0.06 0.59 +0.07 0.62 £0.07 0.60 £0.07 0.83 0.62 0.90 0.62
P8 7 meses  0.59 +0.06 0.61 £0.06 0.59 £0.07 0.62 +0.03 0.53 £0.05 0.59 +0.05 0.58 £0.06 0.62 +0.07 0.54 0.66  0.014 0.25

7 m_ej 0.61 £0.05 0.65 0.09 0.63 £0.08 0.67 £0.08 0.51 +0.08 0.55 £0.07 0.62 +0.07 0.63 £0.06 0.27 0.32 0.27 0.72

S5meses  0.90 +0.42 0.84 £0.34 0.61 £0.21 0.59 £0.20 0.57 £0.12 0.65 +0.24 0.69 £0.23 0.78 +0.37 0.88 0.70 0.68 0.88

R1 7 meses  0.82 +0.11 0.81 £0.10 0.63 #0.19 0.70 0.21 0.75 #0.24 0.76 +0.27 0.93 £0.17 0.93 £0.19 0.95 0.38 0.87 0.87

7 m_ej 0.79 £0.16 0.77 x0.16 0.61 £0.10 0.60 £0.12 0.77 £0.13 0.72 £0.14 0.84 0.22 0.81 £0.22 0.72 0.79 0.50 0.57

Dovn dur. S5meses  0.79 £0.40 0.80 +0.40 1.05 £0.33 1.05 0.32 1.12 #0.26 1.09 £0.25 1.17 £0.30 1.11 £0.26 0.93 1.00 1.00 0.80
P8 7 meses 1.01 +0.18 1.03 £0.19 0.94 #0.22 0.97 +0.20 1.05 #0.17 1.12 +0.18 1.21 £0.29 1.21 #0.31 0.86 0.86 0.48 1.00

7 m_ej 1.12 +0.31 1.14 £0.32  1.02 #0.27 1.05 +0.27 0.89 #0.20 0.91 +0.14 1.26 +0.34 1.19 +0.33 0.79 0.87 0.79 0.64

S5meses  0.51 £0.32 0.45 0.26 0.28 £0.10 0.39 £0.16 0.39 +0.20 0.45 £0.27 0.35 +0.30 0.39 £0.27 0.88 0.40 0.88 1.00

R1 7meses  0.51 £0.08 0.41 £0.08 0.47 +0.11 0.52 £0.20 0.49 +0.22 0.51 £0.22 0.53 £0.18 0.48 £0.17 0.02 0.38 0.87 0.57

7 m_ej 0.48 £0.11 0.42 +0.12 0.57 +0.16 0.58 +0.08 0.56 +0.15 0.61 £0.16 0.51 £0.16 0.48 +0.16 0.19 0.50 0.50 0.79

cvso Smeses  0.36 +0.22 0.42 £0.26 0.50 £0.14 0.64 +0.19 0.54 £0.17 0.52 +0.19 0.51 £0.16 0.60 0.11 0.47 0.38 0.90 0.31
P8 7meses  0.45 +0.13 0.45 £0.11 0.67 +0.08 0.69 £0.08 0.72 +0.11 0.67 £0.11 0.68 £0.15 0.60 +0.16 0.86 0.60 0.66 0.29

7 m_ej 0.53 £0.14 0.53 +0.10 0.71 0.15 0.67 +0.13 0.68 +0.12 0.73 £0.15 0.58 #0.18 0.71 +0.24 0.87 0.50 0.44 0.38

Smeses  3.85 +0.40 3.86 £0.3¢ 3.73 £0.22 3.84 +0.13 3.72 #0.21 3.88 +0.19 3.80 £0.31 4.23 £0.22 0.88 0.70 0.34 0.05

R1 7meses  3.87 £0.21 3.94 £0.33 3.80 +0.22 3.86 £0.20 3.76 x0.26 3.79 £0.10 3.85 £0.22 3.85 £0.19 0.95 0.57 0.44 0.87

7 m_ej 3.71 £0.22  3.80 0.22 3.72 £0.22 3.74 £0.16 3.65 +0.24 3.85 £0.19 3.86 +0.26 3.87 £0.23 0.50 0.95 0.87 0.44

FRUp Smeses  3.27 +1.46 3.30 £1.48 3.45 £0.15 3.67 0.18 4.17 £0.38 3.98 +0.21 3.90 £0.22 3.95 #0.13 0.64 0.05 0.38 0.62
P8 7 meses  3.74 +0.33 3.77 £0.32 3.62 £0.25 3.81 0.24 3.50 £0.17 3.66 +0.19 3.77 £0.20 3.94 #0.23 0.79 0.13  0.018 0.09

7 m_ej 3.72 £0.13  3.69 x0.22 3.59 £0.14 3.64 +0.20 3.56 +0.24 3.51 £0.14 3.78 +0.17 3.87 £0.20 1.00 0.79 0.87 0.44

S5meses  3.20 £0.30 3.22 +0.31 3.17 £0.27 3.27 £0.28 3.25 0.28 3.41 £0.28 3.28 +0.24 3.51 £0.27 0.88 0.40 0.34 0.34

R1 7 meses  3.04 +0.15 3.04 £0.14 3.06 £0.23 3.03 0.16 3.12 #0.21 3.13 +0.19 3.02 £0.17 3.00 0.17 0.95 0.95 1.00 0.64

7 m_ej 3.09 £0.18 3.10 £0.19 3.05 £0.19 3.10 £0.19 3.08 +0.14 3.29 £0.14 3.11 x0.25 3.15 £0.26 0.95 0.57 0.72 0.10

FRDown S5meses 2.59 £1.15 2.58 #1.15 282 £0.16 2.92 £0.18 3.23 +0.21 3.15 £0.13 3.00 0.13 3.12 £0.20 1.00 0.20 0.62 0.38
P8 7 meses 2.86 +0.18 2.85 +0.20 2.80 #0.12 2.82 +0.12 2.89 #0.11 291 +0.12 2.80 #0.11 2.85 #0.12 0.66 0.66 0.73 0.34

7 m_ej 2.81 £0.12  2.78 +0.13 2,79 +0.04 2.78 +0.06 3.01 +0.19 2.95 £0.10 2.82 #0.09 2.90 +0.13 0.44 0.64 0.72 0.10

S5meses  0.86 £0.54 0.82 +0.51 0.48 £0.55 0.49 £0.47 0.54 +0.30 0.56 £0.31 0.66 +0.43 0.83 £0.52 0.89 1.00 0.58 0.33

R1 7 meses 1.42 £0.21 145 £0.40 1.23 +0.34 1.28 +0.30 1.06 0.26 1.16 +0.13 1.39 £0.20 1.45 x0.16 0.72 0.79 0.23 0.50

FRrel. 7 m_ej 1.02 +0.31 1.11 20.21 1.02 #0.36 0.93 +0.30 0.86 £0.30 0.80 +0.28 1.22 #0.26 1.16 0.25 0.72 0.95 0.79 0.79
5 meses 1.08 +0.59 1.12 20.60 0.92 #0.34 1.15 +0.32 1.44 £0.50 1.25 +0.43 1.34 20.34 1.21 £0.45 0.93 0.25 0.38 0.80

P8 7 meses 1.43 +0.45 1.42 £0.38 1.19 +0.30 1.38 +0.33 0.98 +0.23 1.18 +0.31 1.52 £0.28 171 £0.35 1.00 0.11 0.16 0.06

7 m_ej 1.42 +0.23 143 £0.26 1.11 +0.25 1.20 +0.28 0.79 +0.30 0.79 +0.23 1.50 £0.25 1.49 £0.32 1.00 0.57 0.95 1.00

5 meses 1.02 +0.08 0.98 £0.09 1.16 #0.23 1.02 +0.14 1.10 £0.12 1.12 +0.14 1.21 £0.06 1.05 #0.14 0.68 0.70 1.00 0.11

R1 7meses 092 +0.08 0.94 £0.09 1.00 +0.11 0.96 £0.10 1.05 +0.12 0.94 £0.10 0.89 £0.07 0.89 £0.09 0.57 0.57 0.16 0.87

Up Entr. 7 m_ej 1.06 £0.13 1.03 £0.07 1.00 +0.06 1.00 +0.04 1.10 +0.13 1.06 +0.08 0.98 £0.12 0.95 £0.09 0.64 0.72 0.23 0.72
Smeses 0.78 +0.35 0.76 £0.34 1.04 £0.15 0.85 0.16 0.96 £0.15 0.95 +0.14 0.86 £0.11 0.91 0.11 0.74 0.05 0.80 0.62

P8 7meses 091 £0.13 0.91 +0.14 0.92 £0.10 0.84 +0.11 1.01 +0.08 0.98 £0.09 0.83 +0.08 0.80 +0.08 0.93 0.03 0.48 0.66

7 m_ej 0.87 £0.07 0.90 £0.09 0.90 £0.09 0.88 £0.14 1.06 +0.09 1.03 £0.09 0.81 +0.05 0.87 £0.09 0.44 0.95 0.57 0.27

5 meses 1.37 £0.09 1.33 £0.11 1.34 +0.08 1.24 +0.13 1.37 +0.07 1.37 £0.10 1.37 £0.08 1.28 £0.09 0.88 0.40 1.00 0.11

R1 7 meses 1.43 +0.04 1.38 20.07 1.28 £0.09 1.24 +0.14 1.30 £0.10 1.22 +0.17 1.36 +0.05 1.34 £0.05 0.049  0.64 0.38 0.57

Down Entr. 7 m_ej 1.44 +0.03 132 £0.12 1.29 #0.07 1.11 +0.15 1.34 £0.12 1.24 +0.10 1.39 £0.04 1.30 £0.08 0.001 0.004 0.04 0.010
5 meses 1.04 £0.49 1.00 £0.47 1.32 +0.13 1.20 +0.15 1.38 x0.06 1.29 +0.09 1.33 £0.07 1.17 £0.18 0.74 0.09 0.05 0.09

P8 7 meses 1.42 £0.05 1.39 £0.06 1.34 +0.10 1.16 +0.18 1.41 £0.05 1.34 +0.06 1.39 £0.05 1.31 £0.07 0.13  0.005 0.018 0.05

7 m_ej 1.42 +0.03  1.40 £0.04 1.33 #0.06 1.23 +0.10 1.42 #0.03 1.36 +0.05 1.39 £0.06 1.29 +0.07 0.44 0.02 0.03  0.006

Tabla suplementaria 2. Parametros de la SO en los hemisferios derecho e izquierdo del modelo SAMP8
y su control. Las diferencias entre ambos hemisferios se evaluaron mediante la prueba t de Student para
muestras relacionadas, corregida para comparaciones multiples con el método de Bonferroni (a corre-
gida=0.0125), con la que solo se encontraron diferencias significativas en la entropia del Down state,
especialmente en los animales control que habfan realizado el protocolo de ejercicio voluntario. Los
datos corresponden a la media + SD. R1 (SAMR1, control), P8 (SAMPS8). PrL (corteza prelimbica o prefron-

tal medial), M1 (corteza motora primaria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual

primaria). HD (hemisferio derecho), HI (hemisferio izquierdo). p (valor p).
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Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
Tablas y figuras suplementarias

Parametro Grupo PrL_HD PrL_HI M1_HD M1_HI S1_HD S1_HI V1_HD V1_HI PrLp Mip S1p Vip
C57Bl/6]  0.80 +0.09 0.80 +0.11 0.90 +0.22 0.87 +0.16 0.80 +0.13 0.82 +0.15 0.87 £0.09 0.87 +0.10 0.80 0.96 0.88 0.96
Wt FVB.129  0.87 £0.17 0.86 £0.17 0.99 £0.20 0.98 +0.21 1.16 +0.34 1.15£0.33 1.08 £0.22 1.08 +0.21 0.71 1.00 1.00 1.00
CB1Hz 1.00 £0.16 1.00 £0.16 0.91 £0.13 0.90 +0.15 0.90 0.10 0.89 £0.09 0.98 0.17 0.98 +0.18 0.95 0.79 0.73 0.93
S0 frec. C57Bl/6]  1.050.09 1.05+0.09 1.14 +0.14 1.15+0.13 1.03 +0.11 1.07 +0.14 1.06 £0.07 1.06 +0.07 0.90 0.90 0.47 1.00
KO FVB.129  1.01 £0.32 1.01 £0.32 1.15%0.41 1.20 £0.38 0.98 £0.22 1.05£0.19 1.00 £0.15 1.02 +0.16 0.93 0.69 0.69 0.93
CB1Hz 0.91 £0.15 0.90 £0.14 0.98 £0.13 0.96 £0.14 0.87 +0.15 0.91 +0.12 0.93 £0.17 0.88 £0.17 0.72 0.87 0.64 0.44
C57Bl/6] 036 +0.02 0.35 £0.02 0.37 +0.07 0.38 £0.06 0.37 +0.07 0.36 +0.08 0.35 £0.06 0.35 +0.07 0.57 0.44 0.79 1.00
Wt FVB.129  0.38 £0.07 0.37 £0.06 0.37 £0.05 0.35 £0.05 0.37 £0.07 0.35£0.11 0.34 £0.04 0.33 £0.04 0.80 0.53 0.53 0.71
CB1Hz 0.30 £0.05 0.31 £0.05 0.35£0.05 0.34 £0.05 0.29 +0.05 0.28 +0.04 0.26 £0.04 0.26 £0.04 1.00 0.73 0.66 1.00
Up dur: C57Bl/6]  0.30 +0.03 0.30 £0.03 0.27 +0.03 0.28 +0.02 0.26 +0.04 0.23 +0.03 0.26 £0.01 0.25 +0.02 1.00 0.90 0.52 0.93
KO FVB.129  0.40 £0.09 0.39 £0.10 0.42 £0.08 0.40 £0.05 0.43 £0.13 0.37 £0.08 0.36 +0.07 0.31 £0.01 0.81 0.69 0.39 0.24
CB1Hz 0.32 £0.05 0.32 £0.05 0.35 £0.04 0.35£0.07 0.33 +0.04 0.33 +0.05 0.35 £0.05 0.35 £0.05 0.79 0.95 0.87 0.95
C57Bl/6] 120 £0.20 1.21£0.20 1.21#0.25 1.20 +0.24 1.30+0.31 133 +0.31 1.28+0.35 1.28 +0.34 0.50 1.00 0.64 1.00
Wt FVB.129  0.94 £0.22 0.96 £0.24 0.77 £0.25 0.79 £0.26 0.66 +0.24 0.68 £0.24 0.73 £0.21 0.74 +0.21 0.80 0.80 1.00 1.00
CB1Hz 091023 0.92+0.22 1.11£0.28 1.15£0.28 1.10 £0.22 1.10 £0.20 0.99 £0.34 0.99 £0.35 0.95 0.73 0.86 0.93
Down dur. C57Bl/6)  0.81 +0.16 0.81 £0.16 0.79 +0.07 0.79 £0.06 0.88 +0.07 0.88 +0.11 0.85 +0.08 0.85 +0.08 0.93 0.85 0.67 1.00
KO FVB.129  0.71 £0.21 0.73 £0.22 0.64 0.20 0.61 £0.20 0.74 *0.21 0.71 £0.21 0.78 £0.20 0.81 +0.22 0.93 0.69 0.93 0.93
CB1Hz 0.96 +0.16  0.96 +0.15 0.90 £0.15 0.92 £0.14 1.09 +0.23 1.10 +0.24 1.08 £0.23 1.10 £0.24 0.95 0.87 0.95 0.57
C57Bl/6]  0.54 +0.09 0.53 £0.07 0.71 +0.08 0.68 +0.07 0.56 +0.17 0.63 +0.15 0.65 +0.20 0.64 +0.18 0.87 0.23 0.32 0.87
Wt FVB.129  0.32 £0.10 0.32 £0.11 0.29 £0.09 0.26 +0.07 0.45 +0.24 0.42 £0.27 0.35x0.15 0.32 £0.17 0.90 0.45 0.80 0.62
CB1Hz 0.40 £0.11 0.41 +0.12 0.61 £0.14 0.61 £0.14 0.47 +0.13 0.40 £0.14 0.40 £0.14 0.35£0.13 0.72 0.93 0.25 0.60
(vso C57Bl/6]  0.40 +0.07 0.41 £0.08 0.52 +0.10 0.54 £0.15 0.42 +0.07 0.48 +0.08 0.45 £0.09 0.44 +0.11 0.90 0.85 0.14 0.54
KO FVB.129  0.24 £0.05 0.24 £0.06 0.43 £0.16 0.43 +0.21 0.29 £0.13 0.30 £0.15 0.37 0.19 0.36 +0.21 0.93 1.00 0.81 0.81
CB1Hz 0.44 +0.07 0.41 +0.08 0.56 £0.18 0.56 £0.14 0.55 +0.21 0.62 +0.19 0.66 £0.20 0.60 £0.18 0.23 1.00 0.44 0.79
C57Bl/6]  5.49 +0.26 5.33 £0.43 5.32+0.19 539 £0.33 5.57 +0.19 5.64 +0.30 5.64 £0.23 5.72+0.19 0.27 0.87 0.72 0.50
Wt FVB.129  6.02 £0.23 5.90 £0.32 5.50 £0.24 5.49 +0.17 5.33 £0.29 5.25£0.19 5.69 £0.23 543 +0.18 0.71 1.00 0.53 0.03
CB1Hz 4.96 +0.17 4.97 £0.20 4.56 £1.34 4.61 £1.33 4.28 +1.93 4.32 +1.94 4.78 £1.47 4.84 £1.51 0.79 0.73 0.93 0.54
FRUP C57Bl/6] 526 +0.32 5.40 £+0.47 5.20 +0.28 5.28 +0.28 5.45+0.15 538 +0.25 5.56 #0.13 5.70 +0.26 0.38 0.57 0.27 0.16
KO FVB.129  6.13 £0.55 5.61 £1.07 5.47 £0.34 5.18 £0.91 5.46 +0.24 5.43 £0.60 5.61 £0.22 5.32 +0.86 0.48 0.81 0.93 0.39
CB1Hz 5.38 +0.34 5.43 +0.37 5.36 £0.33 5.29 £0.30 5.63 +0.36 5.60 +0.27 5.54 £0.30 5.80 £0.23 0.79 0.57 0.87 0.16
C57Bl/6]  4.18 +0.25 4.18 £+0.28 4.15 +0.34 4.14 +0.34 4.43 +0.35 4.58 +0.47 4.3220.26 4.45+0.29 0.95 1.00 0.87 0.50
Wt FVB.129  4.36 £0.17 4.33 £0.21 4.33 £0.24 4.31 £0.22 4.40 +0.46 4.36 £0.30 4.54 0.50 4.33 +0.29 0.71 0.71 1.00 0.45
CB1Hz 4.24 023 4.23 £0.24 3.62 £1.29 3.64 £1.30 3.43 +1.80 3.48 £1.83 3.97 £1.42 4.06 £1.46 0.95 0.60 0.93 0.43
FRDown C57Bl/6]  4.38 +0.30 4.43 £0.34 4.43 +0.28 4.47 +0.28 4.63 +0.31 4.65 +0.22 4.67 £0.08 4.76 +0.14 0.79 0.67 0.57 0.19
KO FVB.129  4.66 £0.30 4.42 £0.91 4.46 +0.32 4.34 +0.74 4.62 +0.26 4.62 £0.60 4.47 £0.24 4.30 £0.90 0.39 0.81 0.58 0.48
CB1Hz 4.19 +0.36  4.18 £0.20 4.15 £0.31 4.18 £0.22 4.47 +0.53 4.60 +0.35 4.35 £0.40 4.52 £0.31 0.95 0.87 0.64 0.44
C57Bl/6]  2.35+0.49 2.16 £+0.68 2.10 +0.32 2.17 +0.34 1.95+0.47 179 +0.37 2.46 +0.47 2.27 +0.37 0.50 0.79 0.50 0.38
Wt FVB.129  2.81 £0.33 2.61 £0.36 2.12+0.32 2.050.31 1.68 +0.58 1.77 £0.50 2.12 £0.62 2.08 +0.38 0.53 0.45 1.00 0.71
CB1Hz 1.49 £0.26 1.46 £0.29 1.74 +0.34 1.82 +0.33 1.64 £0.33 1.69 £0.33 1.83 +0.36 1.82 +0.38 0.64 0.48 0.60 1.00
el C57Bl/6] 194 +0.59 2.11+£0.68 1.73 +0.54 1.72 +0.53 1.68+0.31 178 +0.37 1.83 £0.21 1.98 +0.47 0.62 0.96 0.79 0.43
KO FVB.129  2.69 £0.54 2.28 £0.46 1.79 £0.59 1.67 +0.67 1.54 +0.47 1.75 £0.57 2.06 £0.31 2.02 0.40 0.24 0.93 0.69 0.81
CB1Hz 2.33 £0.40 2.34 +0.75 2.20 £0.63 1.99 £0.42 2.12 +0.34 1.72 +0.24 2.30 £0.41 2.28 £0.35 0.95 0.57 0.02 0.95
C57Bl/6]  0.77 £0.06 0.78 £0.10 0.79 +0.05 0.77 £0.07 0.92 +0.15 0.98 +0.21 0.87 £0.12 0.89 +0.10 0.87 0.79 0.64 0.79
Wt FVB.129  0.92 £0.04 0.94 £0.05 0.84 £0.09 0.84 +0.12 0.87 +0.15 0.85£0.11 0.89 £0.08 0.85 +0.10 0.62 0.90 1.00 0.53
CB1Hz 1.13 £0.07 1.08 £0.09 0.95 +0.09 0.91 +0.08 1.02 £0.05 0.97 £0.08 1.06 +0.08 1.04 +0.05 0.27 0.60 0.09 0.54
Up Entr: C57Bl/6)  1.00 £0.15 0.97 £0.17 0.96 +0.12 0.94 £0.10 1.07 +0.14 0.92 +0.10 1.05£0.07 1.00 +0.10 0.73 0.62 0.014 0.25
KO FVB.129  0.91 £0.13 0.89 £0.13 0.82 £0.11 0.84 +0.14 0.87 +0.05 0.83 £0.08 0.86 £0.10 0.90 £0.15 1.00 0.93 0.30 0.58
CB1Hz 0.85 +0.07 0.87 +0.15 0.88 £0.12 0.90 £0.13 1.01 £0.21 1.09 +0.12 1.01 £0.08 0.99 £0.05 0.95 0.87 0.19 0.38
C57Bl/6) 112 #0.10 1.11 £0.15 0.97 +0.13 0.90 £0.14 1.08 +0.14 1.07 +0.14 1.05£0.10 0.99 +0.10 0.79 0.38 0.95 0.27
Wt FVB.129  0.84 £0.15 0.86 £0.21 0.93 £0.11 0.96 +0.07 1.17 +0.17 1.12 £0.11 1.02 £0.14 1.01 £0.07 1.00 0.62 0.45 0.80
CB1Hz 1.12 £0.09 1.09 £0.11 1.11 £0.13 1.04 +0.15 1.11 £0.10 1.04 £0.13 1.13 £0.10 1.08 £0.10 0.72 0.34 0.25 0.29
Down Entr.

C57Bl/6]  1.06 +0.15 0.96 +0.23 0.96 +0.19 0.88 £0.19 1.00 +0.09 0.90 +0.20 1.01£0.08 0.95+0.11 034 034 024 0.25
KO FVB.129  0.80 £0.23 0.86 +0.23 0.91 #0.14 0.90 +0.15 1.07 £0.08 0.96 +0.22 0.96 +0.16 0.92 #0.13 0.81 0.93 0.17  0.81
CB1Hz 1.04 £0.10  0.99 +0.07 0.95 #0.11 0.90 +0.14 0.89 +0.12 0.95 #0.09 0.99 +0.11 0.95 #0.13 0.32  0.50  0.38  0.57

Tabla suplementaria 3. Parametros de la SO en los hemisferios derecho e izquierdo del modelo Fmri1KO
y su control. Las diferencias entre ambos hemisferios se evaluaron mediante la prueba t de Student para
muestras relacionadas, corregida para comparaciones multiples con el método de Bonferroni (a corregi-
da=0.0125), con la que no se encontré ninguna diferencia significativa. Los datos corresponden a la media
+ SD. Wt (control), KO (Fmr1KO). PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza motora prima-
ria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual primaria). HD (hemisferio derecho), HI

(hemisferio izquierdo). p (valor p).
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Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
Tablas y figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1. Interacciones entre el drea cortical y la edad en los ratones control
del modelo 3xTg-AD. A: disparo relativo de la red (ver métodos) en las cuatro areas corticales
de los ratones control a los 3, 7, 14 y 20 meses de edad. 3M (PrL < V1; M1 < S1; S1 < V1), 7M
(PrL <M1,S1yV1; M1 <V1;S1<V1),14M (PrL<S1y V1; M1<V1)y 20M (PrL<S1yV1; M1
< V1). B: disparo durante el Up state en las cuatro areas corticales de los ratones control a los 3,
7, 14 y 20 meses de edad. 3M (M1 > S1), 7M (PrL > M1, S1y V1), 14M (PrL > M1, S1y V1), y
20M (PrL=M1=S1=V1). C: entropia durante el Up state en las cuatro areas corticales de los ra-
tones control alos 3,7, 14 y 20 meses de edad. 3M (S1 < V1), 7M (PrL<S1yV1; M1<V1;S1 <
V1), 14M (PrL < S1y V1; M1 < V1), y 20M (PrL < S1y V1; M1 < S1 y V1). Los simbolos repre-
sentan la media. El analisis estadistico se realizé6 mediante un ANOVA de medidas repetidas co-
rregido por multiples comparaciones. Las diferencias entre areas expresadas en los paréntesis
corresponden a una a < 0.0125. 3M (3 meses de edad), 7M (7 meses de edad), 14M (14 meses
de edad) y 20M (20 meses de edad). PrL (corteza prelimbica o prefrontal medial), M1 (corteza
motora primaria), S1 (corteza somatosensorial primaria) y V1 (corteza visual primaria). FR

(tasa de disparo, del inglés firing rate).
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Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
Tablas y figuras suplementarias
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Figura suplementaria 2. Interacciones entre el area cortical y la edad o el grupo en el modelo
3xTg-AD. A, C, E 'y F: duracién del Down state, disparo relativo de la red (ver métodos), disparo
medio durante el Down state y disparo medio durante el Up state, respectivamente, en las cua-
tro areas corticales de los dos grupos, con las dos edades promediadas. B, D y G: duracién del
Up state, disparo relativo y disparo medio durante el Down state, respectivamente, en las cua-
tro areas corticales y a las dos edades, con los dos grupos promediados. Los simbolos repre-
sentan la media. El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas co-
rregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. FR (tasa de disparo, del inglés firing rate).

Para otras abreviaciones ver la figura suplementaria 1.

171



Oscilaciones lentas en la red cortical alterada
Tablas y figuras suplementarias
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Figura suplementaria 3. Interacciones entre el drea cortical y 1a edad o el grupo en el modelo

SAMPS8. A, By E: duracién del Down state, coeficiente de variacidn del ciclo y disparo medio du-

rante el Down state, respectivamente, en las cuatro areas corticales de los dos grupos, con las

dos edades promediadas. C y D: coeficiente de variacion del ciclo y disparo medio durante el

Down state, respectivamente, en las cuatro areas corticales y a las dos edades, con los dos gru-

pos promediados. Los simbolos representan la media. El analisis estadistico se realizé median-

te un ANOVA de medidas repetidas corregido por multiples comparaciones. * p < 0.0125. R1

(SAMR1), P8 (SAMPS). FR (tasa de disparo, del inglés firing rate). Para las otras abreviaciones

ver la figura suplementaria 1.
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Figura suplementaria 4. Pardmetros de la SO en animales FmrIKO con fondo genético
C57BL/6] de 1 mes de edad. A, By C: frecuencia de la SO, duracién del Down state y duracién
del Up state, respectivamente, en la corteza somatosensorial primaria de los animales control
(negro), Fmr1KO (azul) y FmriKO heterocigotos para el receptor cannabinoide CB1 (barras ra-
lladas) de 1 mes de edad. Las barras representan la media y las barras de error son el SEM. El
analisis estadistico El andlisis estadistico se realizé6 mediante la prueba t de Student para mues-

tras no relacionadas, que no revel6 ninguna diferencia significativa entre los grupos.
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The senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) model is characterized by
accelerated, progressive cognitive decline as well as Alzheimer's disease (AD)-like
neurodegenerative changes, and resembles the etiology of multicausal, sporadic
late-onset/age-related AD in humans. Our aim was to find whether these AD-like
pathological features, together with the cognitive deficits present in the SAMPS strain,
are accompanied by disturbances in cortical network activity with respect to control
mice (SAM resistance 1, SAMR1) and, if so, how the alterations in cortical activity
progress with age. For this purpose, we characterized the extracellular spontaneous
oscillatory activity in different regions of the cerebral cortex of SAMP8 and SAMR1 mice
under ketamine anesthesia at 5 and 7 months of age. Under these conditions, slow
oscillations and fast rhythms generated in the cortical network were recorded and
different parameters of these oscillations were quantified and compared between
SAMPS8 and their control, SAMR1 mice. The average frequency of slow oscillations
in SAMP8 mice was decreased with respect to the control mice at both studied
ages. An elongation of the silent periods or Down states was behind the decreased
slow oscillatory frequency while the duration of active or Up states remained stable.
SAMPS8 mice also presented increased cycle variability and reduced high frequency
components during Down states. During Up states, the power peak in the gamma
range was displaced towards lower frequencies in all the cortical areas of SAMP8 with
respect to control mice suggesting that the spectral profile of SAMPS animals is shifted
towards lower frequencies. This shift is reminiscent to one of the principal hallmarks
of electroencephalography (EEG) abnormalities in patients with Alzheimer’s disease,
and adds evidence in support of the suitability of the SAMP8 mouse as a model of
this disease. Although some of the differences between SAMP8 and control mice were
emphasized with age, the evolution of the studied parameters as SAMR1 mice got older
indicates that the SAMR1 phenotype tends to converge with that of SAMP8 animals.
To our knowledge, this is the first systematic characterization of the cortical slow and
fast rhythms in the SAMPS strain and it provides useful insights about the cellular and
synaptic mechanisms underlying the reported alterations.

Keywords: slow waves, slow oscillations, aging, gamma, cerebral cortex, Up states, Alzheimer, brain rhythms
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INTRODUCTION

Senescence accelerated mouse (SAM) strains are animal models
of accelerated aging that occur naturally and spontnaneously, and
were established through phenotypic selection instead of genetic
engineering procedures (Takeda, 1999, 2009). Specifically,
the SAM prone 8 (SAMPS8) sub-strain presents accelerated,
progressive cognitive decline as well as Alzheimer’s disease (AD)-
like neurodegenerative changes with a low incidence of other
aging phenotypes (Morley, 2002; Pallas, 2012); conversely, SAM
resistance 1 (SAMR1) mice present a normal aging pattern
(Takeda, 1999). The etiology of the SAMP8 mouse model
resembles the etiology of multicausal, sporadic late-onset/age-
related AD in humans. For example, a partial correlation with
several cell cycle markers has been described between human AD
brains and SAMP8 mouse brains (Casadesis et al., 2012), and
it has been suggested that SAMP8 mice may closely represent
the complexity of the disease given the multifactorial nature of
AD (Pallas et al., 2008; Morley et al.,, 2012; Cheng et al., 2014).
Neuropathological AD-like hallmarks described in SAMPS mice
include impaired synaptic plasticity in hippocampal newborn
slices (Yang et al., 2004) and hippocampal astrogliosis (Yagi
et al., 1989), ABgo-positive vessels (del Valle et al., 2011) and
phosphorylated Tau (Tajes et al., 2008) at 3-4 months old.
Neuronal loss, microgliosis and neurofibrillary tangles have been
found in the neocortex at 5-6 months of age (Sureda et al,
2006), together with a reduction in dendritic spine density in
pyramidal neurons of the CA1 hippocampal region, related to
memory deficits in behaving SAMP8 mice (del Valle et al., 2012).
Impairments in cognitive behavioral tasks suggestive of altered
hippocampal function (Chen et al., 2004; Orejana et al,, 2012),
as well as disrupted amygdala-prefrontal cortex communication
(Ohta et al.,, 2001) and cortex-dependent declarative memory
(Lopez-Ramos et al., 2012), have also been reported at 6 months
old. The conjunction of neuropathological, morphological and
connectivity alterations present in the SAMPS strain are likely
to result in alterations in functional cortical network activity
patterns, alterations that have not yet been described in this
mouse model.

There are different potential approaches for the identification
of such altered patterns. In this study we opted for a meso-scale
study of the cortical network function that uses as a paradigm the
spontaneous activity during slow wave sleep or deep anesthesia,
namely the slow oscillation (SO). The analysis of SO provides
information about different parameters of the cortical function
(e.g., excitability, wave propagation, power in different frequency
bands) and has been used before for the characterization of
different mouse models of disease (Gibson et al., 2008; Busche
et al., 2015; Ruiz-Mejias et al., 2016). Cortical SO consist in a
rhythmic pattern (<1 Hz) with alternating periods of neuronal
firing and synaptic activity, or Up states, interspersed with
rather silent, inactive periods, or Down states (Steriade et al.,
1993). Persistent activity during Up states is maintained by the
recurrency within the network, and its properties and frequency
content are often comparable to those occurring during cortical
processing in the awake state (Steriade et al.,, 1996b; Steriade
and Timofeev, 2003; MacLean et al., 2005; Destexhe et al., 2007;

Luczak et al,, 2007; Compte et al., 2008). SO have been described
in different species (Haider et al., 2006; Sakata and Harris, 2009;
Chauvette et al,, 2010) including humans (Massimini et al.,
2004; Csercsa et al., 2010), using both in vitro (Sanchez-Vives
and McCormick, 2000; Rigas and Castro-Alamancos, 2007) and
in vivo (Fellin et al., 2009; Ruiz-Mejias et al., 2011) conditions.
Therefore, the SO constitutes a well-preserved and characterized
network phenomenon that could be indicative of underlying
alterations at the cellular and synaptic levels.

The aim of this study was to determine whether SAMP8 mice
present disturbances in spontaneous cortical network activity
when compared with the normal-aging SAMRI1 mice and, if
so, how the aging process affects the normal and disturbed
cortical network activity. For this, we measured and compared
several parameters of the SO across different cortical areas in
anesthetized SAMP8 and SAMRI mice at 5 and 7 months old.
This phenomenological description of SAMP8 mice may give
insights into the underlying cellular and synaptic alterations in
AD patients and may guide future therapeutical strategies.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The SAM mouse was originally generated from AKR/] mice
at the University of Kyoto by Dr. Takeda (Takeda, 1999). The
mice included in this study were bred at the University of
Barcelona and kindly provided by Dr. Pallas (Pallas et al., 2008).
Five-month-old (SAMRI n = 3; SAMPS n = 7) and 7-month-
old (SAMRI1 n = 8; SAMP8 n = 9) adult female mice were
included in the study of cortical electrophysiology. Mice were
cared for and treated in accordance with Spanish regulatory laws
(BOE 256; 25-10-1990), which comply with the European Union
guidelines on protection of vertebrates used for experimentation
(Strasbourg 3/18/1986). All experiments were approved by the
Ethics Committee at the Hospital Clinic (Barcelona, Spain).
Mice were kept under standard conditions (room temperature
23 £ 1°C, 12:12-h light-dark cycle, lights on at 08:00 a.m.),
with food (A04, Harlan, Spain) and water available ad libitum
throughout the study.

In Vivo Extracellular Recordings

Anesthesia was induced by means of intraperitoneal injection
of ketamine (100 mg/kg) and medetomidine (1.3 mg/kg).
Atropine (0.3 mg/kg) and methylprednisolone (30 mg/kg) were
administered subcutaneously to prevent respiratory secretions
and inflammation, respectively. A tracheotomy was performed
to increase stability during the recordings. After this procedure,
the mouse was placed in a stereotaxic frame, and air
enriched with oxygen was delivered to the mouse through
a thin silicon tube placed at 0.5-1 cm from the tracheal
cannula. Continuous infusion of ketamine (40 mg - kg~ ! -
h™!) was delivered subcutaneously with a pump to maintain
a constant level of anesthesia (Ruiz-Mejias et al., 2011).
Body temperature was maintained at 37-38°C throughout the
experiment. Following Paxinos and Franklin (2008), bilateral
craniotomies were made at four sites in each mouse: AP
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2.3 mm from bregma, L 0.4 mm (prelimbic cortex (PrL) or
medial prefrontal cortex); AP 0.5 mm, L 1.5 mm (primary
motor cortex, M1); AP —1.5 mm, L 2.5 mm (primary
somatosensory cortex, S1); and AP —2.5 mm, L 1.5 mm
(primary visual cortex, V1). Cortical recordings were obtained
from deep layers (1.1-1.2 mm deep in PrL, 0.9-1.0 mm in
M1, 0.8-0.9 mm in S1 and 0.8-0.9 mm in V1) by means of
1-2 MQ tungsten microelectrodes (tip size less than 10 pwm)
insulated with a plastic coating except for the tip (FHC,
Bowdoin, ME, USA). Spontaneous local field potential (LFP)
recordings were obtained simultaneously and bilaterally from
each cortical area. LFP recordings provide information about
the local neuronal population—within 250 pm according
to Katzner et al. (2009)—including synaptic potentials and,
when high-pass-filtered, the multiunit activity (MUA). The
recording of multichannel LEPs from different areas during
spontaneous activity therefore informs about the state of
different neuronal ensembles, their firing rates (FRs), rhythmic
activity, synchronization in different frequency bands and
wave propagation. All these parameters allow a detailed
comparison between SAMRI1 and SAMPS8 and an estimation of
properties such as excitability or excitatory/inhibitory balance.
In each animal, the four cortical areas were recorded in a
counterbalanced order to avoid any influence of anesthesia levels,
even though a constant level of anesthesia was maintained
throughout the experiment. Arrays of 16 aligned electrodes
separated by 100 um (Neuronexus) were used to record activity
propagation. The array was placed at 0.9-1.2 mm from the
cortical surface and parallel to the midline in PrL, M1 and
S1 cortices. The signal was amplified with a multichannel
system (Multi Channel Systems), digitized at 20 kHz with a
CED acquisition board and acquired with Spike 2 software
(Cambridge Electronic Design) unfiltered.

Data Analysis

To assess cortical network activity in SAMP8 and SAMR1 mice,
we analyzed and compared several parameters of the SO: its
mean frequency, Up and Down state duration, speed of Up state
propagation, the coefficient of variation (CV) of the Up-Down
state period, the population FR and the non-linear sample
entropy (SampEn). Detection of Up and Down states from the
recorded signals was based on three main fingerprints of the
Up states: the slow LFP deflection, the gamma rhythm and
the neuronal firing. These three features are reflected in three
different time series: (1) the SO envelope; (2) the envelope of
the variance of the gamma-filtered LFP (Mukovski et al., 2007);
and (3) the estimation of MUA (Reig et al., 2010; Sanchez-Vives
et al., 2010). From each LFP we obtained a highly processed
time series as a linear combination of these three features. The
contribution of each one was weighted by principal component
analysis (PCA). As the three signals correspond to three different
frequency bands, this method is very robust against colored noise
or band-limited electrode malfunction. Up and Down states
were singled out by setting a threshold in this highly processed
time series. Parameters of the SO were computed from bilateral
recordings in the four recorded areas. After Up and Down
state detection, mean Up and Down durations were obtained.
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The frequency of the SO was the inverse of the duration of
the whole Up-Down cycle. The CV of the frequency of the
SO was the ratio between the standard deviation and its mean
frequency.

For the estimation of propagation speed we recorded SO
with a 16-channel array with electrodes separated by 100 um.
Up states detected in different channels were grouped in waves
using a recursive algorithm. For a set of Up states to be a wave
they had to appear once in each channel within a certain time
window, adjusted at each iteration. Subsequently, small waves
were recollected in full waves (covering a wider area) and waves
involving less than 10 channels were rejected. The average of
the onset times of the same wave was taken as reference to
compute the array of relative time lags. In some cases, highly
noisy channels were not included in the analysis. However, in
all the experiments we used at least 10 electrodes. We explored
the possible existence of different patterns of activity propagation
by clustering the arrays of relative time lags in five groups
using k-means. For each group of waves and for each electrode,
we carried out the average time lag and its standard error
mean (SEM). For each recording and for each group the speed
of wave propagation was computed by dividing the distance
between electrodes showing maximum and minimum average
time lags by their time lag difference. For each recording, the
speed of wave propagation was the mean of the five groups,
weighted by the proportion of Up states contained in each of
them.

The FR was based on the MUA signal. MUA was estimated
from the extracellular recordings as the power change in the
Fourier components at frequencies between 200 Hz and 1500 Hz
in 5 ms windows (Reig et al., 2010; Sanchez-Vives et al., 2010).
We assumed that the spectrum at this band provides a good
estimate of the population FR, because Fourier components
at high frequencies have densities proportional to the spiking
activity of the involved neurons (Mattia and Del Giudice, 2002).
To obtain MUA time series (logMUA), MUA values were
logarithmically scaled in order to balance the large fluctuations
of the nearby spikes. The absolute values of FR during Up and
Down states were computed as the mean of logMUA values
during homologous periods. The relative FR was the maximum
value of the logMUA averaged waveform following the down-
to-up transition, after normalized to be zero during the Down
states. The complexity of the logMUA time series was obtained by
computing Sample Entropy (SampEnt). We calculated SampEnt
in each single Up and Down state, and then averaged the
values from homologous periods. SampEn (m, r, N) is the
negative natural logarithm of the conditional probability that two
sequences of length N, similar for m points, remain similar, that
is, within a tolerance r, at the next point, where self-matches
are not included in calculating the probability (Richman and
Moorman, 2000). Following previous studies (Sokunbi et al.,
2013), we chose m =2 and r = 0.25.

To analyze the fast components of the SO, we carried out
Welch’s power spectrum density analysis during Up and Down
states, with 50% overlapped windows of 5,000 samples. In order
to highlight and compare peaks of neuronal synchronization over
the intrinsic exponential decay of the signal, we computed the
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Power Excess, defined as the power ratio between Power and the
“1/f” decay.

Statistical Analysis

Comparisons between groups and ages were performed
separately for each cortical area with the Student’s f-test for
independent samples. Throughout the text comparisons between
groups pooling all the cortical areas are provided, and are
performed also with the Student’s t-test for independent samples.
Unless otherwise stated, data are displayed as mean + SE in
all error bars in plots. All the analyses were implemented in
MATLAB (The MathWorks, Natick, MA, USA).

RESULTS

‘We recorded the extracellular spontaneous rhythmic activity
generated in different regions (Figure 1A) of the SAMRI and
SAMP8 mouse neocortex (PrL, M1, S1 and V1) by means of
tungsten electrodes placed in deep cortical layers. Recordings
were obtained under deep anesthesia at 5 and 7 months old.
Under these conditions, both SO (<1 Hz) and fast rhythms
(beta-gamma) were generated in the thalamocortical network
(Steriade et al., 1993, 1996b; Ruiz-Mejias et al., 2011). The SO
consisted of periods of neuronal firing, or Up states, interspersed
with rather silent periods, or Down states (Figure 1B, top).
As has been previously described (Steriade et al., 1996a,b;
Ruiz-Mejias et al., 2011), we observed that during Up states,
high frequency fluctuations in the beta and gamma range
were generated (Figure 1B, bofton). Different parameters of
the oscillatory activity were quantified (Sanchez-Vives et al,
2010; Ruiz-Mejias et al., 2011) and compared between control
(SAMRI1) and SAMP8 mice: the frequency of the SO, Up and
Down state duration, speed of Up state propagation, the CV of
the Up-Down state cycle and the population FR (Figure 1C).
Non-linear sample entropy (SampEn) was also calculated in

order to measure the complexity of the LFP dynamics during SO
(Mizuno et al., 2010; Sokunbi et al., 2013). LFP recordings were
obtained bilaterally but, since no significant differences were
found between hemispheres for the same cortical area in any of
the analyzed parameters and groups, data from both hemispheres
for each cortical area are presented averaged in every animal.

Parameters of the Slow Oscillation in
Anesthetized SAMP8 Mice

The frequency of the SO was reduced in SAMP8 animals
compared to control ones in the four studied cortical areas,
as shown in representative raw LFP traces obtained from
M1 at 5 and 7 months old (Figures 2A,B, respectively). The
average frequency of the SO when all the cortical areas were
pooled together was also reduced in SAMP8 with respect
to SAMRI mice at both 5 (Figure 2C; 0.72 + 0.02 vs.
1.02 + 0.03 Hz, p < 0.001) and 7 months of age (Figure 2D;
0.77 + 0.01 vs. 091 + 0.02 Hz, p < 0.001), the differences
between groups being larger in primary cortical areas (M1,
S1 and V1) at 5 months old. Expanded raw LFP traces
(Figures 3A,B) illustrate that the reduced frequency of the
SO in the SAMP8 group was mainly driven by an increase
in the Down state duration with respect to control mice
(Figures 3C,D). Even though when pooling all the areas together
both Up and Down state mean durations were longer in
SAMPS than in SAMRI mice at 5 months old (Figures 3C,F;
Down: 1.1 &+ 0.04 vs. 0.71 £ 0.05 s, p < 0.001; and Up:
0.61 + 0.01 vs. 0.49 + 0.01 s, p < 0.001), the difference
with respect to control mice was of greater magnitude for
Down state duration (an almost two-fold increase across all
primary cortical areas), and persisted and was emphasized at
7 months, being statistically significant in all the cortical areas
separately (Figures 3D,E). Conversely, Up state duration tended
to converge between groups at 7 months (Figures 3G,H),
reducing the SO frequency of the control group (Figure 2E).
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FIGURE 1 | Oscillatory activity in the PrlL (prefrontal) cortex of a mouse 1 (SAMR1; control) mouse under

ketamine anesthesia. (A) Spontaneous extracellular activity in deep layers was recorded simultaneously in both hemispheres for each cortical area (prelimbic, PrL;
primary motor, M1 primary somatosensory, S1; and primary visual, V1). (B) Top: raw local field patential (LFP) from the right PrL_ cortex of a SAMR1 mouse showing
the alternating Up (active) and Down (silent) states. Bottom: spectrogram showing the presence of high frequency rhythims, mainly during the Up states.

(C) Waveform average of the mean multiunit activity (MUA) signal aligned at the Down-to-Up state transition (dashed line at ime 0). This average is used for the
calculation of the maximum (red square) firing rate (FR; see the "Materials and Methods” Section for further details). The shade corresponds to the SD.
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FIGURE 2 | Slow oscillation (SO) frequency in SAMR1 and SAM prone 8 (SAMP8) mice. (A,B) Raw LFP recordings from right M1 cortex at 5 and 7 months
old, respectively, in SAMR1 (black) and SAMP8 mice (gray). (C,D) Population data comparing the SO frequency between SAMR1 (R7) and SAMPS (P8) mice at

5 and 7 months of age, respectively, in the four cortical areas. (E) Population data showing the evolution of SO frequency in the transition from 5 months to 7 menths
old, in the four cortical areas in both groups. Bars and symbols depict the mean, error bars are SE. *o < 0.05 SAMPS8 vs. SAMR1 (control) in (C,D), and 5 vs.

7 months of age for each cortical area and group in (E). 5 M (5 months old), 7 M (7 months old). Prelimbic cortex (PrL), primary motor cortex (M1), primary

Therefore, the elongation of the Down state in SAMPS is a
consistent difference with respect to control mice at the two
studied ages.

The elongation of the Down state inevitably went along with
a lower frequency of Up state generation in SAMP8 animals.
We next examined whether this lower frequency of Up state
generation was also accompanied by a lower speed of Up state
propagation with respect to control mice. Up states can originate
locally from anywhere in the neocortex, but most of them
propagate as traveling waves across the cortical tissue (Massimini
et al,, 2004; Luczak et al, 2007; Ruiz-Mejias et al, 2011; Stroh
et al., 2013). Such traveling waves originate preferentially in the
prefrontal region and propagate in the anteroposterior direction
(Massimini et al., 2004). We evaluated wave propagation with
an array of 16 electrodes placed parallel to the midline, in
PrL, M1 and S1 cortices (Figure 4A). Coincident with previous
reports (Ruiz-Mejias et al., 2011), the vast majority of waves
traveled in the anteroposterior direction in both control and
SAMP8 mice (Figure 4B). Although the speed of Up state
propagation when pooling all the cortical areas together tended
to be lower in SAMPS8 than in control mice at both 5 (Figure 4C;
15,55 £+ 2 vs. 17. 2 & 41 mm/s, p = 0.68) and 7 months of
age (Figure 4D; 14. 51 & 1.3 vs. 17.5 £ 1.3 mm/s, p = 0.1),
differences between groups when considering each cortical area
separately were only significant in the S1 cortex of 7 month-
old animals (Figure 4D). The speed of wave propagation hardly
varied with age in SAMP8 animals, but in control ones showed
either a tendency to increase or decrease in the transition from
5 months to 7 months of age, depending on the cortical area
(Figure 4E).
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In addition to a reduced frequency of the SO and a trend
towards slower speed of wave propagation, SAMP8 mice also
presented a more irregular SO cycle than did SAMRI mice
(Figure 5). This irregularity can be observed in single cases
if we represent consecutive Up states aligned with respect to
their Down-to-Up transition in raster plots (Figures 5A,B),
which provide information about the duration of the Up and
Down states and their variability. Rasters corresponding to
the SAMP8 mice evidenced the elongation of Up and Down
states and a larger irregularity in their time occurrence. These
observations could be validated at the population level. The
mean CV of the SO when pooling all the areas together was
significantly increased in SAMP8 with respect to control mice
at both 5 (Figure 5C; 0.53 £ 0.02 vs. 0.4 & 0.05, p < 0.05)
and 7 months of age (Figure 5D; 0.61 & 0.02 vs. 0.48 £ 0.02,
p < 0.001). This increase in cycle variability was driven by the
primary cortices, while it remained rather constant in PrL cortex,
which displayed the maximal regularity among the studied
areas and showed no differences between and within groups
at any of the studied ages. Conversely, the CV of the SO in
primary cortical areas was higher in SAMP8 than in control
animals, and increased in the transition from 5 months to
7 months of age in both groups, although this increase was of
higher magnitude in SAMP8 mice (Figure 5E). Interestingly,
this observation would be consistent with the prefrontal area
being the most common origin of a new wave (Massimini
et al, 2004) and also the most regular one, as it has been
described in the mouse (Ruiz-Mejias et al, 2011). As was the
case with SO frequency and Up and Down state durations,
the CV of the SO in SAMRI approached at 7 months the

May 2017 | Volume 9 | Article 141

179



180

Castano-Prat et al.

Cortical Oscillations in SAMP8 Mouse Model

A 5 MONTHS OLD B 7 MONTHS OLD
R1 R1 = A i i
e TR i * T W A
0.5s

c D E

— 1.4 R1P8 * * 1.4 * * * * 14 g’w

< Y] | A S

S12f TME 7 1.2 1.2 vi

®

% 1 1 ? 1

§ 0.8 0.8 Z 4 0.8

S o6 06 é 06

PrL M1 S1 Al PrL M1 S1 \al 5SM 7TM
F G H
08 X * 08 * 08 2 Rl

Zor 07 H 07 ot

c

S 06 o8l | p 06

[

38 0.5 0.5 ?é 0.5

204 04 é ? 04

03 03l ¥AZ 03
PrL M1 S1 Al PrL M1 S1 Vi 5M 7M

FIGURE 3 | Up and Down state duration in SAMR1 and SAMP8 mice. (A,B) Expanded raw LFP recordings from right M1 cortex at 5 and 7 months old,
respectively, in SAMR1 (black) and SAMP8 mice (gray). (C,D) Population data comparing Down state duration between SAMR1 (R1) and SAMP8 (P8) mice at 5 and
7 months of age, respectively, in the four cortical areas. (F,G) Same as above, comparing Up state duration. (E,H) Population data showing the evolution of Down
and Up state duration, respectively, in the transition from 5 months to 7 months old in the four cortical areas in both groups. Bars and symbols depict the mean, error
bars are SE. "p < 0.05 SAMPS vs. SAMR1 (control) in (C,D,F,G), and 5 vs. 7 months of age for each cortical area and group in (E,H). Abbreviations as in Figure 2.

CV in SAMPS8 at 5 months old, perhaps suggesting that
SAMRI approach the phenotype of the senescence-accelerated
SAMPS8 with aging.

Population FR during Up and Down states was estimated by
analyzing the power spectrum density of the SO between 200 and
1500 Hz (Mattia and Del Giudice, 2002; Figure 6). The high-pass
filtered LFP that corresponds to the MUA is represented in
Figure 6A (5 months old) and Figure 6B (7 months old). Mean
FR during the Down states when pooling all the areas together
was reduced in SAMP8 with respect to the control group at 5
(Figure 6C; 3.03 4= 0.03 vs.3.3 £ 0.06, p < 0.001) and 7 months
of age (Figure 6D; 2.85 =+ 0.02 vs. 3.05 £ 0.03, p < 0.001), the
differences between groups being larger in 7-month-old animals.
Smaller differences were observed in the FR during the Up state
(Figures 6F,G), although when pooling all the areas together the
FR was reduced in SAMPS8 with respect to the control group
at 7 months of age (Figure 6G; 3.72 &+ 0.04 vs. 3.84 & 0.03,
p < 0.05). However, these differences were less consistent than
those occurring in the Down state. Furthermore, the FR during
the Down state decreased in the transition from 5 months to
7 months of age in both groups (Figure 6E), while no substantial
change occurred in the case of Up states (Figure 6H). This

reduced FR during the Down states in the SAMPS8 neocortex
could be related to its difficulty in generating a new Up state,
thus causing the elongation of the Down state and consequently
decreasing the SO frequency (Compte et al., 2003). Indeed, Down
state FR was positively correlated with the frequency of the SO at
the two ages in both control and SAMPS mice (Figures 6L,]).

To investigate whether SAMP8 mice presented altered LFP
dynamics complexity with respect to control mice, we computed
the SampEn during Up and Down states separately. SampEn
is related to the number of times the patterns in a signal are
repeated, hence providing a measure of its randomness and
predictability, with lower values of SampEn indicating lower
complexity of the signal or system (Sokunbi et al, 2013).
While no differences in SampEn were found between groups
during the Down states (Figures 7A,B), SampEn during the
Up states was reduced in 5-month-old SAMP8 mice compared
to control ones when pooling all the cortical areas together
(Figure 7D; 0.75 = 0.03 vs. 0.88 &+ 0.03, p < 0.05), while
it presented no differences at 7 months old (Figure 7E).
Up and Down state SampEn clearly tended to decrease with
age in both groups of animals, representing a decreased
complexity with age, especially that during the Up states in
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the mean, error bars are SE. *p < 0.05 SAMP8 vs. SAMR1 (controf) in (C,D), and

5 vs. 7 months of age for each cortical area and group in (E). Other abbreviations as in Figure 2.

the control group, again converging with SAMP8 animals and
canceling the differences between groups observed at 5 months
(Figures 7C,F).

Fast Components of SAMP8 Cortical Slow

Oscillations

Finally, we studied the high frequency content of the LFP during
Up and Down states in SAMP8 and control mice. We were
especially interested in the synchronization of the cortical activity
at high frequency bands (beta-gamma), as this synchronization
has been widely linked to cognitive and perceptual processes
(Wang, 2010; Siegel et al., 2012). This analysis showed that mean
power spectra of SAMPS differed from those of control mice at
both ages and in all the studied cortical areas.

During Up states (Figures 8A,B, solid lines), SAMP8 mice
presented an overall increase of power in the lower range of
the beta-gamma band compared to control mice. This increase
was also accompanied by a trend towards reduced power in the
upper range, thus giving the impression that the spectral profile
of SAMP8 mice was shifted towards lower frequencies. In fact,
the power peak in the excess power of the Up states appeared
displaced towards lower frequencies in SAMP8 compared to
control mice at both studied ages and all the four cortical areas
(Figures 8A,B, vertical lines in the insets). Modulations in the
beta-gamma band could be observed in both groups of animals

in PrL cortex but, unlike control mice, the synchronization of
the cortical activity in the beta-gamma range did not form a
distinguishable modulation in the primary cortical areas of the
SAMPS group, suggesting reduced beta-gamma rhythmicity in
these animals. Furthermore, control animals showed another
modulation in the upper gamma range during both Up and
Down states that was highly attenuated in the transition from
5 months to 7 months old, a modulation that was not present
in the SAMP8 group at any of the studied ages. As mice
got older, high frequencies during the Up states displayed
different behaviors in Prl and primary cortices depending on
the group. The power peak in PrL increased in both control and
SAMPS animals, and shifted to lower frequencies in the second
ones (Figure 8B, arrow heads vs. vertical lines in the insets).
Conversely, the displacement to lower frequencies occurred in
the primary cortical areas for the control group, while the
peak in these areas tended to remain stable in SAMP8 mice.
Special attention to the accentuated overall larger power in the
S1 area of 5-month-old SAMP8 mice is warranted (Figure 8A).
This large difference with respect to control mice disappeared
in the transition from 5 months to 7 months old, and was
also accompanied by a significant decrease in the Up state FR
(Figure 6H).

High frequency content during Down states was also altered
in the SAMP8 group. Similar to the changes observed in
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FIGURE 5 | Coefficient of variation (CV) of the SO in SAMR1 and SAMP8 mice. (A,B) Representative raster plots of aligned Up states (detected during 1-min
recordings) in M1 cortex at 5 and 7 months old, respectively, in a single SAMR1 (black) and SAMPS (gray) mice. Decreased SO frequency and regularity in

SAMPS mice are clearly illustrated in these examples. (C,D) Population data comparing the CV of the SO between SAMR1 and SAMP8 mice at 5 and 7 months of

age, respectively, in the four cortical areas. (E) Population data showing the evalution of the GV of the SO in the transition from 5 months to 7 months old in the four
cortical areas in both groups. Bars and symbols depict the mean, error bars are SE. *p < 0.05 SAMP8 vs. SAMR1 (control) in (C,D), and 5 vs. 7 months of age for

FR, high frequencies during the Down state presented lower
power in SAMP8 than in SAMRI mice, in all the cortical
areas (Figures 8A,B, dashed lines). Furthermore, SAMRI and
SAMP8 animals exhibited significant reductions of power in
the transition from 5 months to 7 months of age, even
though the power of high frequencies during the Down
state was always lower in SAMP8 than in control mice
(Figure 8C).

DISCUSSION

In this study we compared the emergent cortical network
activity in senescence-accelerated SAMP8 mice with normal-
aging SAMRI mice under ketamine anesthesia at two different
ages. Under these conditions, Up and Down states were
spontaneously generated by the cortical network, and different
parameters of the slow oscillatory activity and the embedded
fast (beta-gamma) rhythms were quantified and compared
between SAMPS8 mice and its control, SAMRI. Our experiments
show that SAMP8 mice present disturbances in the cortical
network activity when compared with SAMR1 mice, and that the
electrophysiological phenotype of SAMRI1 at 7 months old tends
to approach that of SAMPS at 5 months old.

SO recorded in the cerebral cortex of SAMP8 mice were
slower than those of control mice. Although both Up and
Down states tended to be longer in the SAMPS strain, Down
state elongation was the most robust and consistent difference
across ages, a finding coincident with SO alterations reported
in a mouse model of tauopathy (Menkes-Caspi et al., 2015).
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This reduction in the SO frequency in SAMP8 animals was
accompanied by a decrease in its regularity across primary
cortical areas (motor, somatosensory and visual) although,
interestingly, the cycle variability of the PrL cortex presented
no differences between groups, showing a tendency to be the
area with the maximal regularity in the two groups at both
studied ages. This result is consistent with previous observations
in anesthetized mice (Ruiz-Mejias et al., 2011) and coherent with
the view of the prefrontal cortex (the equivalent to the mouse PrL.
cortex) as the most common initiator of new waves (Massimini
etal, 2004). Indeed, the preferred direction of wave propagation
was the anteroposterior for both SAMP8 and SAMR1 mice,
suggesting that this property of the prefrontal cortex is preserved
in SAMPS animals.

SAMPS also presented reduced FR compared with control
mice, and this difference between groups was emphasized at
7 months of age, being more prominent during the Down sates.
This decrease in high frequency fluctuations during the Down
state might be contributing to the difficulty of the network to
generate a new Up state (Compte et al., 2003), thus producing
Down state elongation and the subsequent reduction in the SO
frequency. In support of this idea, the FR during the Down
states was highly correlated with the frequency of the SO in all
the cortical areas of SAMRI and SAMPS8 animals. Furthermore,
Down state FR decreased in the transition from 5 months to
7 months old in both SAMP8 and SAMRI1 mice, and this was
accompanied by a reduction in the SO frequency, especially in the
control mice, as in the SAMP8 group this frequency was already
very low at 5 months of age. The magnitude of noise during the
Down states has also been related to the regularity of the cycle
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(Sancristobal et al., 2016), demonstrating that the relationship
between these two parameters follows a U-shape function in
which low and high levels of noise during the Down state result in
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FIGURE 6 | Population FR in SAMR1 and SAMP8 mice. (A,B) Filterad LFP recordings (200-1500 Hz) from right M1 at 5 and 7 menths old, respectively, in
SAMR1 (black) and SAMP8 mice (gray). {C,D) Population data comparing the FR during Down states between SAMR1 and SAMP8 mice at 5 and 7 months of age,
respectively. {F,G) Same as above, comparing FR during Up states. (E,H) Population data showing the evolution of Down and Up state FR, respectively, in the
transition from 5 months to 7 menths old in the four cortical areas in both groups. (I,J) Pearson’s correlation between the FR during Down states and the frequency
of the SO at 6 and 7 months of age, respectively, in the four cortical areas. Bars and symbols depict the mean, error bars are SE. *p < 0.05 SAMPS vs. SAMR1
(conirol) in {C,D,F,G), and 5 vs. 7 months of age for each cortical area and group in (E, H). Abbreviations as in Figure 2.

higher variability, and that there is an intermediate optimal level
of noise for which the regularity is the highest. As the animals
got older, FR and entropy during the Down states decreased
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FIGURE 7 | Complexity of LFP dynamics during SO in SAMR1 and SAMP8 mice. (A,B) Population data comparing sample entropy (SampEn) as a measure of
complexity during Down states at 5 and 7 months of age, respectively, in SAMR1 (black) and SAMPS (gray) mice. (D,E)} Same as above, comparing SampEn during
Up states. (€,F) Population data shawing the evolution of Down and Up state SampEn, respectively, in the transition from 5 months to 7 months old in the four
cortical areas in both groups. Bars and symbols depict the mean, eror bars are SE. *p < 0.05 SAMP8 vs, SAMR1 (control) in (A,B,D,E), and 5 vs. 7 months of age

in SAMP8 and SAMRI animals, and this was accompanied by
a subsequent increase in the cycle variability of the SO in the
primary cortical areas, but not in the PrL cortex. This may suggest
that this optimal background noise admits a wider range of FR
values in prefrontal than in primary cortices before it causes a
rise in the variability of the cycle.

Although the vast majority of differences between the
groups were consistent across both studied ages, the phenotype
of control mice at 7 months old tended to converge with
that of SAMP8 mice at 5 months old. Little is known about
the underlying genetics that predispose SAMP8 mice to
an accelerated senescence. Genetic expression studies have
identified some specific alterations differentially expressed in
SAMP8 and SAMRI1 mice (Carter et al.,, 2005; Pallas, 2012).
For example, a deficiency of MEF2C in SAMPS, a gene related
to the regulation of cortical synapses, could be the cause of
some of the observed functional differences. However, it is
still unclear whether SAMP8 mice display physiological-albeit
accelerated-aging or, conversely, pathological aging with
mechanisms different from those acting in the normal aging
process. The fact that 7-month-old SAMR1 mice tended to
exhibit some properties similar to those of SAMPS at 5 months
old in several of the parameters studied here suggests that the
differences between them could be the result of different life
phase equivalences, instead of separate aging mechanisms. This
is well reflected in the evolution of the SO frequency, the Up state
duration, the regularity of the cycle and the Down state FR, and
also in the high frequencies during the Up state. As SAMRI1 got
older, the power peak of beta-gamma synchronization was
displaced towards lower frequencies, approaching the frequency

of the peak in SAMPS animals. Interestingly, this happened in all
the cortices except in the PrL cortex and, conversely, the opposite
pattern could be observed in SAMP8 mice, suggesting that
gamma synchronization disturbances are belatedly expressed in
the PrL area.

One of the principal hallmarks of electroencephalography
(EEG) abnormalities in AD patients is a shift of the power
spectrum to lower frequencies (Jeong, 2004; Lizio et al., 2011;
Roh et al,, 2011) and this—among other alterations—correlates
with the severity of the disease (Kowalski et al., 2001). Here we
found that the synchronization peak in the gamma range during
the Up states occurred at lower frequencies in SAMP8 than
in control mice, and that the mean power spectrum between
0 Hz and 100 Hz presented an overall increase in its lower range
together with a decrease in the upper range. These findings are
substantially reminiscent to what has been described in human
patients with AD, and add evidence in support of the suitability of
the SAMPS8 mouse as a model of AD, given the few reports using
mouse models that find EEG alterations consistent with human
observations (Sabbagh et al., 2013). There is substantial evidence
that high frequency synchronization in the beta-gamma range
represents the network’s correlate of attentive and cognitive
processes (Wang, 2010; Siegel et al., 2012), and that the inhibitory
neurons play a critical role in the generation of these rhythms
(Tamas et al., 2000; Hasenstaub et al., 2005; Compte et al., 2008;
Rubio et al., 2012; Verret et al., 2012). The results obtained here
demonstrate that spectral profile changes that take place with
time also occur in control animals, suggesting that alterations in
GABAergic inhibition might be central to the aging process in the
SAM strains. However, altered high frequency synchronization
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in the PrL cortex was only observed in SAMP8 mice. As
previously stated, this could point out to a greater resistance of
this area to the aging process or, alternatively, it could indicate
that beta-gamma alterations in the PrL cortex are specific of the
SAMP8 group and may partially explain the cognitive deficits
reported in these animals (Flood and Morley, 1998).

An increase in cortical excitability has been extensively
described in mouse models of AD, which have a marked
tendency to suffer epileptic seizures (Palop et al., 2007; Palop and
Mucke, 2009; Gurevicius et al., 2013; Siskova et al.,, 2014; Siwek
etal., 2015), and also in human patients with AD (Amatniek et al.,
2006; Hommet et al., 2008; Khedr et al., 2011; Larner and Marson,
2011; Born, 2015). Nevertheless, the elongation of the Down
state, the reduced frequency of the SO, the tendency towards
slower speed of propagation and the diminished FR reported in
the present study suggest rather a reduced cortical excitability
in SAMP8 animals relative to controls. The discrepancy could
be explained by the fact that the vast majority of studies
reporting higher cortical excitability in AD have been conducted
in human patients and transgenic mouse models of AD that

present large f-amyloid deposition, which has been directly
related to neuronal hyperexcitability (Busche et al., 2008, 2015).
However, there is no plaque formation in the cerebral cortex of
5- and 7-month-old SAMP8 mice (Takeda, 2009; Cheng et al.,
2014). Thus, it seems that factors other than amyloid deposits
but associated to aging are involved in the network alterations
reported here.

In conclusion, we have found that SAMP8 mice present
disturbances in cortical network activity when compared
with SAMR1 (control) mice and that the electrophysiological
phenotype of control mice at 7 months of age tends to
approach the phenotype of SAMP8 mice at 5 months of age.
To our knowledge, this is the first systematic characterization
of the cortical slow and fast rhythms in the SAMP8 model
of early aging. We find that this approach is valuable
to identify alterations in the cortical emergent activity of
SAMPS8 mice and, more generally, can provide useful insights
about the cellular and synaptic transformations associated
with aging and neurodegenerative diseases such as AD.
The detected alterations may contribute to the SAMPS8’s
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accelerated, progressive cognitive decline and may be related to
other AD-like neurodegenerative changes previously reported
in this mouse model. Despite the differences between the
SAMP8 model and patients with Alzheimer’s disease, our
findings highlight the electrophysiological similarities and
therefore emphasize the value of the SAMPS strain as a model for
studying AD.
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