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Resumen

RESUMEN

El dano sinaptico, debido fundamentalmente a la presencia de oligdmeros solubles de beta amiloide
(AB), es uno de los primeros eventos que caracteriza a la enfermedad de Alzheimer (EA). Estos
fallos en la transmisidn sinaptica alteran los mecanismos de sincronizacion neuronal
desencadenando cambios en las oscilaciones electroencefalogréficas (EEG). Las oscilaciones
neuronales en diferentes rangos de frecuencia facilitan el procesamiento y el flujo de informacion
tanto a nivel local como entre regiones cerebrales distantes, y por ello constituyen un elemento
fundamental de la cogniciéon. Dado que la memoria episddica es una de las funciones cognitivas
mas afectadas en las fases prodromicas de la EA, el presente trabajo pretende evaluar en pacientes
con deterioro cognitivo leve de tipo amnésico (DCLa) el posible efecto que pueda ejercer el genotipo
APOE4, considerado el mayor factor de riesgo genético para la EA de tipo esporadico, sobre las
oscilaciones EEG asociadas a una tarea de memoria episddica. Ademas, se evaluara si dichas
oscilaciones, ya sea de forma aislada o en combinacién con otros marcadores estructurales de

resonancia magnética (RM) cerebral, son capaces de predecir la conversiéon de DCLa a EA.

Para abordar estos objetivos se ha adoptado una aproximacién multimodal y longitudinal que
incluye: i) diferentes indices de memoria, uno relacionado con la memoria asociativa y otro
relacionado con el beneficio que supone para la memoria episédica presentar claves semanticas
durante la codificacién, ii) diferentes parametros de las oscilaciones EEG (potencia espectral,
frecuencia y distribucién topografica) evaluadas a nivel de sensor y a nivel de fuentes generadoras,
y iii) diversos marcadores de la estructura cerebral, como el espesor cortical y el volumen del

hipocampo y la amigdala.

En el estudio participaron 26 personas mayores normales desde un punto de vista cognitivo y
neurolégico que no portaban el genotipo APOE4 (controles) y 34 pacientes con DCLa, 18 de los
cuales portaban el APOE4 (¢4") y 16 no (¢4"). Transcurridos 2 afios, 16 DCLa convirtieron a EA
(DCLa-c) y 18 permanecieron estables (DCLa-e). Las oscilaciones EEG se registraron en la linea
base durante la codificacion y recuperacion de nuevas memorias. En la fase de codificacion, los
participantes vieron caras de personas famosas en una determinada localizacién espacial, la mitad

precedidas por claves semanticas congruentes y la otra mitad por claves incongruentes. En la fase



Resumen

de recuperacion se esperaba que el reconocimiento de la cara en una localizacidon particular

estuviera facilitado para las caras codificadas en condiciones de congruencia semantica.

La memoria asociativa fue mejor en los controles y peor en los DCLa €4” y en los DCLa-c, mientras
que los DCLa €4" y los DCLa-e se situaron a medio camino. El dafo asociativo mostrado por los
DCLa ¢4 y los DCLa-c estuvo asociado a la incapacidad para beneficiarse de la congruencia
semantica durante la codificacién. A nivel estructural, el principal predictor de la memoria asociativa
en los DCLa €4" fue el volumen del hipocampo derecho, mientras que el volumen de la amigdala
derecha emergié como el mejor predictor de la conversién a EA. Desde un punto de vista funcional,
los DCLa €4" y los DCLa-c mostraron una menor desincronizacion de alfa en amplias regiones de la
corteza en comparacion con los DCLa €4" y los DCLa-e, respectivamente. Este déficit funcional
asociado a las oscilaciones alfa no solo fue capaz de predecir la conversion de DCLa a EA, sino
que ademas mejord la capacidad de la amigdala para predecir la progresién de la enfermedad.
Aunque los mejores resultados se obtuvieron cuando se combinaron ambos marcadores (i.e., déficit
funcional en el rango de alfa y volumen de la amigdala) en un unico modelo. En el caso de los
DCLa ¢4", la menor desincronizacién de alfa fue un reflejo de su incapacidad para reclutar
mecanismos compensatorios. En concreto, los analisis de mediacion revelaron que la disminucion
de volumen del hipocampo en los DCLa impacté de manera diferente sobre la memoria en funcién
de que los pacientes fueran portadores del genotipo APOE4. Mientras que este efecto fue directo en
los DCLa €4", en los DCLa €4 estuvo mediado por la capacidad para reclutar regiones temporales
en el rango de theta y regiones parieto-temporales en el rango de alfa/beta, todo ello condicionado

por el grado de integridad cortical del I6bulo temporal.

Estos hallazgos ponen de manifiesto que las oscilaciones alfa asociadas a una tarea de memoria
episddica son un buen predictor de la progresion de la EA, sobre todo si se combinan con otros
marcadores estructurales del I6bulo temporal medial. Ademas, nos permiten entender mejor como
el genotipo APOE4 modula el impacto de la atrofia del hipocampo sobre la memoria en pacientes
con DCLa. En conjunto, los resultados del presente estudio aportan evidencias que podrian mejorar
el diagndstico temprano de la EA, su pronéstico y el disefio de intervenciones terapéuticas

adaptadas al dafo cerebral de cada individuo y a su potencial para compensarlo.
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Summary

SUMMARY

Synaptic failure is one of the first events that characterises Alzheimer’'s disease (AD) and is
fundamentally due to the presence of soluble oligomers of amyloid beta (AB). Failures in
synaptic transmission alter neural synchronization mechanisms, triggering changes in
electroencephalographic (EEG) oscillations. Neural oscillations in different frequency ranges
facilitate information processing and flow both at the local level and between distant cortical
regions, constituting a fundamental element of cognition. Since episodic memory is one of the
cognitive functions most affected in the prodromal phase of AD, the present study in patients
with amnestic mild cognitive impairment (aMCIl) aims to evaluate the effect of the APOE4
genotype, considered the highest genetic risk factor for sporadic AD, on EEG oscillations
related to an episodic memory task. In addition, these oscillations, either by themselves or in
combination with other structural biomarkers of brain magnetic resonance (MR), will be

examined for their ability to predict the conversion of aMCI to AD.

To address these goals, a multimodal and longitudinal approach has been adopted including: i)
two indices of memory, one measuring associative memory and the other measuring the benefit
derived from presenting semantic cues during the encoding phase for episodic memory, ii)
different EEG oscillatory parameters (spectral power, frequency and topographical distribution)
evaluated at sensor and source level, and iii) diverse brain structure biomarkers, such as

cortical thickness and the volume of the hippocampus and the amygdala.

Twenty-six older adults cognitively and neurologically normal and APOE4 noncarriers (controls)
and 34 patients with aMCI, 18 APOE4 noncarriers (¢4°) and 16 carriers (¢4"), participated in the
study. After 2 years, 16 aMCI individuals developed AD (aMCl-c) and 18 remained stable
(aMCl-s). EEG oscillations were registered at baseline during encoding and retrieval of new
memories. At the encoding phase, participants were showed the faces of famous, recognizable
individuals in a specific spatial location, half of which were preceded by a congruent semantic

cue and the other half by an incongruent semantic cue. At the retrieval phase, it was predicted

11
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that the recognition of a face in a particular location would be facilitated by faces encoded under

semantically congruent conditions.

Associative memory performance was best in control subjects and worst in aMCle4™ and
aMCl-c, while aMCI ¢4 and aMClI-s subjects’ performance fell between the two extremes. The
associative deficit showed by aMCle4™ and aMCl-c was associated with the inability to benefit
from semantic congruence at encoding. At a structural level, the key feature determining
associative memory in aMCl 4" was the volume of the right hippocampus, while the right
amygdala emerged as the best predictor for aMCIl to AD conversion. From a functional
perspective, aMCl ¢4" and aMCl-c showed lower alpha desynchronization over an extensive
cortical network compared to aMCl 4" and aMCI-s, respectively. This functional deficit
associated with alpha oscillations not only predicted conversion from aMCI to AD, but also
improved the capacity of the amygdala to predict conversion to the disease. Despite this, best
results were obtained when both biomarkers were combined (i.e., functional deficit in alpha and
volume of the amygdala) in a singular model. Regarding aMCl €4 individuals, decreases in the
alpha frequency band reflected an inability to recruit compensatory mechanisms. Specifically,
mediation analysis revealed that decreases in hippocampal volume in aMCI had a different
impact on memory dependent on whether the patients were APOE4 carriers or noncarriers.
While this effect was direct in aMCl €47, it was mediated by the ability to recruit temporal regions
in the theta range and parieto-temporal regions in the alpha/beta range in aMCI ¢4, all of which

was limited by the degree of integrity of the cortical temporal lobe.

These findings demonstrate that alpha oscillations associated with an episodic memory task are
a good predictor of AD progression, specifically when combined with structural markers of the
medial temporal lobe. Moreover, they shed light on the issue of how the APOE4 genotype
modulates the impact of hippocampal atrophy on memory in patients with aMCI. Together, the
results of the present study provide evidence of biomarkers that could lead to improved early
diagnoses of AD, its prognosis, and the design of individualized therapeutic interventions

adapted to AD-related brain damage and to the brain’s intrinsic potential for compensation.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

La evolucion ha moldeado la organizacion anatémica y funcional del cerebro humano,
convirtiéndolo en el sistema de computacion mas sofisticado de la naturaleza (Bruner et al.,
2014). La corteza cerebral es, sin duda, la estructura que més cambios ha sufrido durante este
proceso y, por ende, la que mejor nos distingue del resto de mamiferos (Douglas & Martin,
2004). Uno de los principales desafios de la neurociencia cognitiva contemporanea consiste en
identificar y explicar como la gran variedad de codigos neurales corticales se traducen en
funciones cognitivas tan complejas y fascinantes como el lenguaje o la memoria. La dificultad
de esta tarea es excepcional si consideramos que la organizacion anatomo-funcional de la
corteza cerebral esta ademas sometida a los continuos cambios que impone la ontogenia de la
mano de la epigenética y la interaccion con el ambiente a través de procesos moleculares,
celulares y fisiolégicos. Estos cambios no siempre resultan favorables para el individuo, a
menudo suponen disfunciones neurales que promueven la vulnerabilidad cerebral, pudiendo
desencadenar la aparicién de diversas enfermedades neurodegenerativas en las Ultimas

etapas de la vida.

Sin embargo, los cambios cerebrales asociados a una enfermedad neurodegenerativa no
siempre tienen una correspondencia directa en el comportamiento del individuo, gracias a la
existencia de mecanismos neurales que contrarrestan, de manera sorprendentemente efectiva,
la disfuncién neural o la lesién cerebral durante afios (Park & Reuter-Lorenz, 2009; Reuter-
Lorenz et al., 2014; Stern, 2012). Un claro ejemplo de ello lo constituye la enfermedad de
Alzheimer (EA), condicién neurodegenerativa que se desarrolla de forma silente durante
décadas hasta la aparicidon de sus primeros sintomas (Buchhave et al., 2012; Weiner, 2013).
Es por ello que una parte importante de la investigacioén relacionada con la EA se ha centrado
en identificar biomarcadores para detectar, de forma sensible y especifica, las fases preclinicas
y prodromicas de la enfermedad, con el objetivo de aplicar las terapias disponibles desde sus

estadios mas tempranos. La presente Tesis Doctoral trata de ahondar en esta cuestion,
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1.Introduccién

combinando en personas mayores con deterioro cognitivo leve biomarcadores clasicos de la
EA con cambios en la actividad oscilatoria cerebral asociados a la formacion de nuevas

memorias.

Antes de exponer los objetivos e hipotesis que han guiado este trabajo, revisaremos la
situacién actual de la EA desde un punto de vista epidemioldgico, neuropatolégico y clinico, asi
como las consecuencias de portar el alelo €4 del gen APOE, factor de riesgo més relevante en
la EA esporadica (Corder et al., 1993). A continuacion, realizaremos una breve descripcién del
sindrome de deterioro cognitivo leve de tipo amnésico (DCLa), considerado como la fase
prodrémica de la EA, y de los biomarcadores que mejor predicen la progresién desde este
estadio a la EA probable. Este apartado finalizara exponiendo las ventajas que supone utilizar
las oscilaciones cerebrales registradas mediante la técnica de la electroencefalografia (EEG)
como técnica alternativa a la resonancia magnética funcional (RMf) para investigar los

correlatos neurales de la memoria durante el envejecimiento y las fases prodromicas de la EA.

1.1. La Enfermedad de Alzheimer (EA)

1.1.1. Epidemiologia

El segmento de poblacion de mayor edad ha aumentado drasticamente en las ultimas décadas,
especialmente en los paises mas desarrollados. En Espanfia, la esperanza de vida ha pasado
de 35 anos en 1900 a 83,3 afios en 2014 (OMS, 2014). Se estima que para el afio 2029 la
esperanza de vida alcance los 84 afios en hombres y los 88,7 afios en mujeres, mientras que
en el afio 2063 estos valores podrian ascender a 91 y 94,3 afios, respectivamente (INE, 2014).
Estos datos vienen a confirmar que Espafia continuara siendo uno de los paises mas

envejecidos del planeta en las siguientes décadas.

Tradicionalmente, los estudios epidemioldgicos han situado a la EA entre las diez primeras

causas de mortalidad en los paises desarrollados, llegando a suponer el 10% del total de las
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muertes en Espafa (OMS, 2014). De hecho, estudios recientes han confirmado que esta
demencia neurodegenerativa es una importante causa de mortalidad en todo el mundo (GBD
2013 Mortality and Causes of Death Collaborators). La incidencia de la EA aumenta con la
edad, afectando aproximadamente a un 1% de las personas menores de 65 afnos, al 5-10% de
las personas mayores de 65 afios y al 20-40% de los mayores de 80 afios (Carazo & Blanco,
2001). El tiempo transcurrido desde que aparecen los primeros sintomas hasta que la persona
fallece oscila entre 3 y 4 afios si el diagnéstico se produce después de los 80 anos, pero puede
prolongarse hasta 10 afos si el diagnéstico se realiza a edades mas tempranas. Por otra parte,
la EA supone para el sistema un gasto socio-sanitario significativamente mayor que el causado
por el envejecimiento normal u otras enfermedades como las cardiovasculares o el cancer
(Hurd et al., 2013). Ello se debe, sobre todo, al aumento de la comorbilidad (infecciones,
neumonia y caidas) y de las numerosas visitas a urgencias (Zhao et al., 2008). En Espafia, el
87% del gasto ocasionado por esta enfermedad corre a cargo de la familia del paciente frente

al 13% asumido por el Estado (Coduras et al., 2010).

Desafortunadamente, no existe en la actualidad ninguna terapia que cure la EA. Algunos
estudios han mostrado resultados modestos tras administrar inhibidores de la colinesterasa,
antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Galimberti & Scarpini, 2011), o
determinados anticuerpos monoclonales humanos capaces de reducir las concentraciones
cerebrales de beta amiloide (AB) (Sevigny et al., 2016). Aunque esta aun por demostrar, es
posible que algunos de estos tratamientos incrementara su efectividad si se administrara en los
afios previos a la aparicion de los primeros sintomas de la EA. De ahi que sea esencial
identificar biomarcadores sensibles y especificos ante los cambios que se producen en las

fases mas tempranas del proceso neurodegenerativo.

1.1.2. Caracterizacién neuropatolégica

Las lesiones cerebrales que caracterizan a la EA fueron descritas por primera vez por Alois

Alzheimer a comienzos del siglo XX. Sin embargo, no fue hasta la década de los 70 cuando
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1.1. La Enfermedad de Alzheimer (EA)

empezOd a cobrar interés el estudio de los mecanismos etiopatolégicos y sus posibles
tratamientos. Tal como Alois Alzheimer apuntaba, "nos encontramos ante una enfermedad
degenerativa progresiva causada por la acumulacién de sustancias patolégicas en el cerebro”
(Alzheimer, 1907, traducido en Stelzman et al., 1995). La neuropatologia de la EA, ilustrada en
la Figura 1, se caracteriza por la presencia de agregados de AB, denominados placas seniles
(Glenner & Wong, 1984), junto con agrupaciones densas de filamentos helicoidales, conocidos
como ovillos neurofibrilares (ONF) (Braak & Braak, 1991; Perry et al., 1991). El diagndstico
definitivo (post mortem) de la EA requiere de la presencia de ambas lesiones en regiones
candnicas de la enfermedad, y la densidad de las mismas debe superar a la observada en
personas mayores sanas. Como se explicara a continuacion, las lesiones de la EA resultan del

plegamiento anémalo de dos proteinas presentes en nuestro cerebro.

Figura 1. Placas seniles y ONF. A) Presencia de placas seniles (flecha negra) y ONF (flecha roja) en el
subiculum del hipocampo. B) Placa senil en el hipocampo. C) ONF en el hipocampo. Figura modificada
de Marcus & Jacobson, 2003.

Las placas seniles son agregados insolubles compuestos por diferentes péptidos de A con 40
0 42 aminoacidos (Glenner & Wong, 1984). Estos péptidos provienen de la hidrdlisis alternativa
de la proteina precursora de amiloide (APP, amyloid precursor protein en inglés), que es una
proteina transmembrana necesaria para el crecimiento neural y la formacion de sinapsis, cuyo
gen se localiza en el cromosoma 21. La proteina APP tiene dos vias de procesamiento en la
membrana plasmatica, una normal no amiloidogénica y otra anormal de caracter
amiloidogénica. En la via no amiloidogénica participa la enzima a-secretasa que produce la

porcion a-soluble de la APP (aAPP) (Sisodia, 1992). Alternativamente, en la via amiloidogénica

18



1. Introduccion

participa una enzima llamada (-secretasa que genera la porcién B-soluble de la APP (BAPP), y
otra enzima, la y-secretasa, que promueve la liberacion de un fragmento insoluble en el
espacio extracelular (Haass & Selkoe, 1993). Es precisamente este mecanismo alternativo el
que desencadena la patologia amiloide que subyace a la EA (Fukumoto et al., 2002). La
activacion de dicho mecanismo libera al espacio extracelular fragmentos solubles denominados
monoémeros, que sufren una serie de transformaciones hasta convertirse en fibrillas insolubles
que finalmente se agregan hasta formar las placas seniles (Finder & Glockshuber, 2007). La
acumulaciéon de estas placas, ya sea por una produccién excesiva o por un aclaramiento
anomalo, producen disfunciones sinapticas y dafno cerebrovascular y activan a la microglia
induciendo la produccion de citocinas inflamatorias; estas alteraciones desencadenan a su vez
que las neuronas colindantes, a través de la influencia de los astrocitos, pongan en marcha una
serie de mecanismos de retroalimentacion positiva que incrementan la produccion del AB (Dal
Pra et al., 2015). Entre otras cosas, el incremento crénico de AB produce alteraciones en los

circuitos cerebrales responsables de los procesos de memoria (Walsh et al., 2002).

Durante mucho tiempo se ha asumido que la acumulacion de AR era el principal detonante de
la EA (Hardy & Higgins, 1992; Selkoe, 1991). De hecho, la hipétesis de la cascada amiloidea
continta siendo un marco conceptual vélido en la actualidad (Pimplikar, 2009). Esta hipotesis
comenzd a entrar en desuso basicamente por la falta de relacion entre la densidad de
agregados de AB y el deterioro cognitivo o la muerte neuronal que caracterizan al curso
temporal de la EA (Erten-Lyons et al., 2009; Sloane et al, 1997). Esta controversia ha
conducido a una hipétesis alternativa que postula que los oligémeros solubles de AB, previos a
la formacion de las placas seniles, serian los principales detonantes del dafo sinaptico y del
deterioro cognitivo que subyace a la EA (Glabe, 2005; Walsh & Selkoe, 2004). De hecho,
estudios en modelos murinos (Hsia et al., 1999; Mucke et al., 2000) y humanos (Palop &
Mucke, 2010) han revelado que la presencia de estos oligémeros, en ausencia de placas, esta
relacionada con el grado de disfunciones sinapticas y de deterioro cognitivo (Gandy et al.,
2010), existiendo una relacion inversa entre el tamafo de estos oligdbmeros y su toxicidad,

siendo los de menor tamafio los mas toxicos (Sengupta et al., 2016). La Figura 2 ilustra de
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forma esquematica el papel que podrian jugar los oligdbmeros solubles de AR en la cascada

patofisiolégica de la EA.
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Figura 2. Representacion esquematica de la formacion de placas de Af. La revision de la hipétesis
de la cascada amiloidea ha otorgado un papel crucial a los oligdémeros de Af en la progresion de la EA.
Estos emergen como los responsables de la pérdida sinaptica, del incremento del estrés oxidativo y del
dano neuronal. De hecho, estos oligdbmeros pueden terminar alterando la funciéon mitocondrial, llegando a
activar vias relacionadas con la apoptosis. En la figura se muestra ademas como la apolipoproteina E4
(APOE4) podria contribuir a la patogénesis de la EA tras la generacién y division de un fragmento N-
terminal. Este fragmento puede aumentar la toxicidad a través de tres vias diferentes: 1) alterando la
funciéon mitocondrial por el dafio producido a diferentes enzimas implicadas en la compleja cadena
respiratoria; 2) promoviendo la acumulacién intracelular de Ap mediante la estimulacién de la recaptacion
de los oligémeros; e 3) induciendo la formacion de elementos muy similares a los ovillos que terminaran
convirtiendose en ONF. El efecto combinado de todos estos eventos se traducira finalmente en una
mayor carga de patologia, en un deterioro cognitivo mas acentuado y en una progresion mas rapida de la
enfermedad (Rohn, 2013).
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La neurotoxicidad del AB depende a su vez de las alteraciones morfoldgicas de los
microtubulos que dan lugar a la formacién de los ONF. Los ONF son un depdsito anormal
intracelular de polimeros insolubles de proteina tau que forman filamentos helicoidales. En
condiciones normales, su correcta fosforilacion regula el ensamblaje y la estabilizacion de los
microtubulos que conforman el citoesqueleto axonal de las neuronas y promueve su
crecimiento (Drubin & Kirschner, 1986). En la EA, la proteina tau esta anormalmente
hiperfosforilada y pierde su capacidad para ensamblar microtibulos, agregandose en el interior
de la neurona (lgbal et al., 2009), tal como se ilustra en la Figura 3. Los ONF también se
aprecian en otras enfermedades neurodegenerativas e incluso en el envejecimiento normal,
aunque en cantidades mucho menos elevadas (Braak & Braak, 1996). Estudios realizados con
tejido cerebral post mortem han mostrado que el deterioro cognitivo que caracteriza a la EA
estd mas relacionado con la densidad de ONF que con la patologia amiloidea (Gomez-Isla et

al., 1997; Bennett et al., 2004).

Ambos eventos neuropatolégicos, las placas seniles y los ONF, contribuyen a disminuir la
densidad y eficacia sinaptica e incluso pueden aumentar la muerte neuronal, aunque esto
ultimo parece depender en mayor medida de los ONF (Arriagada et al., 1992).
Paraddjicamente, y tal como se ilustra en la Figura 4, la distribucion regional de ambas
lesiones neuropatoldgicas sigue caminos muy diferentes. Los procesos patolégicos que dan
lugar a la formacion de los ONF comienzan en estructuras subcorticales como el locus ceruleus
(Braak et al., 2011), para luego extenderse a la corteza entorrinal hasta alcanzar la neocorteza
a través del sistema limbico (Braak & Braak, 1991). Por su parte, las placas seniles comienzan
a depositarse en regiones de la corteza heteromodal, extendiéndose posteriormente por la
alocorteza (corteza entorrinal e hipocampo), hasta alcanzar estructuras subcorticales y del
cerebro medio (Rogers & Morrison, 1985). Las regiones donde se localizan estas lesiones son
precisamente las encargadas de gobernar las funciones cognitivas superiores mas afectadas
en la EA (Masliah & Terry, 1993; Terry et al., 1991). Por el contrario, las capacidades
perceptivas y motoras solo se ven afectadas al final de la enfermedad, cuando la patologia

alcanza areas sensoriomotoras primarias (Braak & Braak, 1991).
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cuando un factor
desconocido promueve que tau se hiperfosforile y se disocie de los microtubulos. En este
punto, los monémeros de la proteina tau hiperfosforilada se unen para formar oligémeros
(pares de filamentos helicoidales) que finalmente terminan constituyendo los ONF,
causando la muerte neuronal (http://s293.photobucket.com/user/nexavar/media/alzheimer/
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Figura 4. Curso temporal de la distribuciéon regional de las placas seniles y ONF en la EA. Los
depodsitos de AB comienzan a acumularse en la neocorteza, principalmente en areas del I6bulo frontal y
temporal. Posteriormente se extienden al giro cingulado y a regiones del I6bulo parietal y occipital. Los
ONF aparecen primero en regiones del l6bulo temporal medial y en el locus ceruleus para luego
extenderse a diferentes regiones de la neocorteza. Estas lesiones terminan afectando a las éareas
sensoriomotoras del giro precentral y postcentral en los estadios mas avanzados de la EA. Figura
modificada de Masters ef al. (2015).

Las lesiones neuropatolégicas de la EA empiezan a aparecer afios antes de que surjan los
primeros sintomas de la demencia, observandose cantidades considerables de patologia en
pacientes con DCL (Price & Morris, 1999) o incluso en personas mayores asintomaticas
(Sperling et al., 2009). Sin embargo, y a pesar del numero de estudios realizados, aun no se ha
establecido una relacion temporal y causal entre las placas seniles y los ONF. A continuacion

se exponen algunas de las hipotesis mas aceptadas.

Como se avanzo anteriormente, la hipotesis de la cascada amiloidea ha dominado el escenario
de la EA durante las ultimas dos décadas (Hardy & Higgins, 1992; Hardy & Selkoe, 2002). Esta
hipotesis sugiere que la produccion de AB promueve la aparicion de ONF y la posterior muerte

neuronal. Los estudios realizados con pacientes que padecen EA familiar constituyen el
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principal sustento de esta teoria, ya que en estos casos la mutacién en la APP es la causa
fundamental de la enfermedad. Ademas, experimentos realizados en cultivos celulares han
mostrado que la acumulacion de AB es neurotdxica, llegando a inducir hiperfosforilacién de tau
bajo ciertas circunstancias (Takashima et al., 1998). La principal debilidad de esta hipdtesis
radica en que la presencia de AR no tiene por qué estar necesariamente asociada a muerte
neuronal o a la presencia de ONF (Joachim et al., 1989; Holcomb et al., 1998). De hecho, no
son pocos los estudios que han informado de la presencia de placas seniles en cerebros de
personas mayores cognitiva y neurolégicamente normales (Bennett et al., 2006; Crystal et al.,
1993; Katzman et al., 1988; Negash et al., 2011; Price & Morris, 1999). Ademas, estudios
recientes apuntan a que la muerte neuronal en el hipocampo y la neocorteza es
significativamente mayor en pacientes con EA que en mayores asintomaticos con una carga
similar de patologia (Andrade-Moraes et al., 2013). Estos resultados sugieren que la muerte
neuronal esta estrechamente relacionada con la demencia pero no con la presencia de placas

seniles y ONF.

Alternativamente, se ha propuesto que cada evento neuropatolégico que caracteriza a la EA
sigue un curso independiente (Small & Duff, 2008). Esta hipétesis, denominada dual, postula
que ambas lesiones estan afectadas por la perturbacion prolongada de factores comunes que
inducen su aparicion (Mudher & Lovestone, 2002), entre los que se encuentran las alteraciones
de la plasticidad neural, que siendo inicialmente compensatoria se vuelve excesiva y
desadaptativa durante el curso de la enfermedad (Jagust & Mormino, 2011; Mesulam, 1999).
En favor de esta hipoétesis estan, por una parte, los estudios que establecen una relacién entre
la hiperexcitabilidad neuronal y la mayor presencia de A (Busche et al., 2008, 2012; Xu et al.,
2015) y, por otra, aquellos trabajos que muestran una coincidencia espacio-temporal de los
ONF en las mismas regiones donde se produce un mayor grado de plasticidad neural (Arendt
et al., 1998). Este hecho también recibe soporte experimental de aquellos estudios que
muestran que los incrementos de plasticidad neural causados por un traumatismo cerebral
generan AB y ONF tanto en cerebros de boxeadores (Tokuda ef al., 1991) como en jugadores

de futbol americano (Omalu et al., 2005).
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La hipodtesis dual ha sufrido modificaciones a raiz de evidencias recientes. Asi, diferentes
estudios han mostrado que aunque ambos eventos neuropatoldgicos, placas seniles y ONF,
aparecen de forma independiente al comienzo de la enfermedad, terminan entrecruzandose
durante su progresion. Primero aparece la taupatia subcortical, aunque ésta parece no ser
suficiente para desencadenar la EA. Posteriormente, emergen de manera independiente las
placas seniles en regiones corticales (Jack & Holtzman, 2013; Musiek & Hozltman, 2015).
Algunos autores han sugerido que los agregados de AB podrian facilitar, a través de
mecanismos aun por determinar, la propagacion de los ONF desde areas limbicas hacia
regiones corticales (Price & Morris, 1999). Se ha propuesto que el mecanismo mediante el cual
AB provocaria la hiperfosforilacion de tau y la consiguiente formacion de los ONF seria
mediante la alteracion de la actividad de la quinasa CDKS5 (Lee & Tsai, 2003; ver Figura 2).
Estos hallazgos han alimentado la metafora que equipara las placas seniles con el gatillo de la
pistola y los ONF con la bala (Bloom et al., 2014). En resumen, a pesar de que las placas de
AB y los ONF son los elementos fundamentales de la neuropatologia de la EA, evidencias
procedentes de diferentes fuentes confirman que cada uno de ellos por separado no son
suficientes para determinar la aparicién de la enfermedad (Vos et al., 2013; Mormino et al.,

2014).

Existen hipotesis menos influyentes, pero no por ello menos relevantes, que sugieren que
ambas lesiones son meros subproductos de otros eventos intracelulares mas inespecificos.
Entre estos eventos se encontrarian los procesos relacionados con la reparacion de la mielina
que se producen de manera inevitable durante el envejecimiento (Bartzokis, 2011), el estrés
oxidativo considerado por algunos como el principal detonante de la aparicién de las placas de
AB (Lee et al., 2004; Nunomura et al., 2001), o las alteraciones en procesos relacionados con
células de la glia y células vasculares, y la consiguiente disfuncién del ciclo celular provocada
por la interaccién entre estos elementos (De Strooper & Karran, 2016). Esto es solo una
muestra de la complejidad asociada a la etiopatologia de la EA y las dificultades existentes
para establecer la frontera biolégica entre el envejecimiento normal y las fases mas incipientes

de dicha enfermedad.
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1.1. La Enfermedad de Alzheimer (EA)

1.1.3. Factores de riesgo

Los posibles mecanismos etiopatogénicos expuestos en el apartado anterior estan a su vez
sujetos a la influencia de numerosos factores de riesgo. Estos factores de riesgo se dividen en
dos categorias, modificables y no modificables, siendo la interaccién entre ambos lo que

probablemente determinara la progresion de la EA.

Los factores modificables han recibido una especial atencién dada su importancia en la
prevencion. Destacan el tabaquismo, la hipertensién, la diabetes, la depresién, la obesidad, el
bajo nivel educativo y la vida sedentaria (Bernes & Yaffe, 2011; Xu et al., 2015). Estos factores
estarian modulados por la reserva cognitiva que podria contrarrestar la progresion del deterioro
cognitivo durante los estadios asintomaticos de la EA (Borroni et al., 2012). Se estima que casi
la mitad de los casos de EA en el mundo se podrian atribuir a estos factores de riesgo
modificables y que, por tanto, si se redujeran en un 25% se disminuiria en 1,4 millones de

personas la prevalencia mundial de esta enfermedad (Bernes & Yaffe, 2011).

Por otra parte estan los factores no modificables que también han mostrado exacerbar la
patologia de la EA. En primer lugar, destaca la edad como principal factor de riesgo (Lindsay et
al., 2002). Este riesgo aumenta incluso en etapas muy avanzadas del ciclo vital, observandose
en un 25-50% de las personas que superan los 85 afios (Kawas & Katzman, 1999; Rocca et al.,
1998). Estudios neuropatolégicos han descrito que la acumulaciéon de placas seniles en
individuos sanos incrementa un 18-23% entre los 60-69 afos, un 25-37% entre los 70-79 afios,
alcanzando hasta un 30-65% pasados los 80 afos (Jack et al., 2014; Morris et al., 2010; Rowe
et al., 2010). Por otra parte, el volumen del hipocampo también disminuye progresivamente con
la edad. La tasa de atrofia anual del hipocampo se encuentra entre el 0,79 y 2% a partir de los
60 afos (Fjell et al., 2014), y alcanza un 24% o un 42% hacia los 89 afios segun se acompanie
de una baja o alta carga de AP, respectivamente (Jack et al., 2014). Sin embargo, aun cuando
la edad sea el factor de riesgo mas importante para desarrollar EA, no existe una relacion

causal demostrada entre la presencia de lesiones de la EA y el envejecimiento.
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En segundo lugar, portar el alelo ¢4 del gen APOE (APOE4) representa el factor de riesgo
genético mas importante para desarrollar EA de tipo esporadico o de inicio tardio (Corder et al.,
1993), hecho que ha sido corroborado por diferentes estudios del genoma completo (GWAS,
Genome-wide association study en inglés) (Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009). El gen
APOE codifica la apolipoproteina E (ApoE) en el cromosoma 19. APOE es un gen polimorfico,
con tres alelos principales, €2, €3 y €4, que dan lugar a 6 genotipos, tres homocigotos (£2/€2,
€3/e3, €4/e4) y otros tres heterocigodticos (€2/€3, €2/e4, €3/e4) (Zannis et al., 1982). El alelo €3 es
el mas frecuente seguido por €4 y €2, aunque sus frecuencias varian entre poblaciones (Corbo
& Scacchi, 1999). La prevalencia del alelo ¢4 ha mostrado ser superior en pacientes con DCL
(Boyle et al., 2009) y con EA (Corder et al., 1993) que en personas mayores sanas. De hecho,
estudios previos han mostrado que la EA afecta al 47% de las personas mayores con una
copia y al 91% que portan dos copias del alelo €4 (Corder et al., 1993). Esclarecer las
funciones de la proteina ApoE podria contribuir a entender mejor los mecanismos responsables

de las asociaciones entre el genotipo APOE4 y la predisposicion a padecer EA.

Los astrocitos son los principales productores de la proteina ApoE en el cerebro (Bu, 2009).
Como ilustra de manera esquematica en la Figura 5, la proteina ApoE se encarga de
transportar el colesterol y los fosfolipidos a las neuronas y de reparar el dafio tisular,
promoviendo el crecimiento neuronal y la sinaptogénesis. Ademas, desempefia un papel
esencial en el metabolismo de la glucosa, la neuroinflamacién y la funcién mitocondrial (Liu et
al., 2013; Mesulam, 1999). Por otra parte, la proteina ApoE participa activamente en el
metabolismo y agregacién del AR debido a que ambas proteinas, AB y ApoE, compiten por el
mismo mecanismo de aclaramiento (Verghese et al., 2013). La acumulacién de AB es
dependiente de la isoforma del gen APOE, estando el alelo €4 relacionado con una mayor
acumulacion (Kok et al., 2009) tanto en adultos normales desde un punto de vista cognitivo
(Jansen et al., 2015; Morishima-Kawashima et al., 2000; Reiman et al., 2009) como en
pacientes con DCL (Bangen et al., 2016). Asi, trabajos previos han mostrado que personas
mayores normales de 55 afios con el genotipo APOE4 presentan la misma carga cerebral de

AB que individuos de alrededor de 75 afos que no portan este genotipo (Fleisher et al., 2013).
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Por otra parte, la produccién de ONF también esta ligada al genotipo APOE4, observandose un
incremento de ONF en adultos jovenes portadores del alelo €4 (Braak & Del Tredici, 2011;
Ghebremedhin et al., 1998). Esta relacién parece estar a su vez modulada por la presencia de
agregados de AR, existiendo una asociacion entre el alelo €4 y la aparicion de ONF solamente

en aquellos sujetos que ademas presentan placas seniles (Farfel et al., 2016).
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Figura 5. Papel del genotipo APOE4 en la patogénesis de la EA. El genotipo APOE4 aumenta la
neurotoxicidad (mostrado en rojo en el panel izquierdo) y deteriora determinadas funciones fisiolégicas
esenciales (mostrado en amarillo en el panel derecho). APOE4 incrementa la acumulacion de AB que se
adhiere a la pared vascular. La hiperexcitabilidad neuronal podria incluso preceder a las placas de AR, lo
que exacerbaria su produccion e incrementaria la neurotoxicidad, causando en ultima instancia una
disminucion del metabolismo neuronal y de la actividad sinaptica seguido de un aumento de la
neuroinflamacion. El genotipo APOE4 se relaciona también con un mayor nivel de atrofia en regiones
importantes para la memoria como el hipocampo, probablemente debido a una mayor hiperfosforilacién
de tau y a una disminucioén de la neurogénesis en esta region. Figura modificada de Liu et al. (2013).
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El APOE4 también se relaciona con otras alteraciones que acompafan a la EA, como la muerte
neuronal, las disfunciones sinapticas, el dafio oxidativo, el deterioro de la funcién colinérgica, y
los cambios en la homeostasis neuronal y en el transporte de lipidos (Cedazo-Minguez &
Cowburn, 2001). Dado que la principal funcion del gen APOE se relaciona precisamente con el
transporte de lipidos, los portadores de APOE4 presentan consecuentemente niveles elevados
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Sing & Davignon, 1985), lo que a su vez incrementa
el riesgo de desarrollar EA. Ademas, estudios recientes han mostrado una asociacion entre el
incremento de los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el aumento de la
conectividad funcional EEG en pacientes con DCLa (Gonzélez-Escamilla et al., 2016), por lo
que este otro tipo de colesterol podria mejorar la funcion cerebral incluso en las fases
prodromicas de la EA. Desafortunadamente, los ensayos clinicos que han suministrado
estatinas con el objetivo de disminuir los niveles de LDL no han reducido el riesgo de

desarrollar EA (McGuinness et al., 2014).

En lo que respecta al deterioro cognitivo, el genotipo APOE4 ha mostrado ejercer una
influencia negativa en pacientes con EA leve (Cosentino et al., 2008), especialmente en
homocigotos para el alelo €4 (Whitehair et al., 2010). La memoria episddica es con diferencia la
funcion mas afectada (De Blasi et al., 2009; Nilsson et al., 2006), inicidndose este deterioro
alrededor de los 60 afos en los heterocigotos y hacia los 50 afos en los homocigotos (Caselli
et al., 2009). A este hecho podria contribuir la pronunciada reducciéon del volumen del
hipocampo (Cohen et al., 2001; Cosentino et al., 2008; Hua et al., 2008; Lind et al., 2006;
Reiman et al., 1998), una de las regiones cerebrales mas importantes para la memoria
episddica, y la reduccion del espesor cortical en areas de asociacion relacionadas con la
memoria (Fennema-Notestine et al, 2011; Goni et al., 2013). Ademas de estos cambios
cerebrales estructurales, el genotipo APOE4 ha mostrado también afectar a los patrones de
conectividad funcional entre distintas regiones de la corteza cerebral en diferentes momentos
del ciclo vital (e.g., Fillipini et al., 2011) y en pacientes con DCLa (e.g., Gonzalez-Escamilla et

al., 2015).
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A pesar de la ingente cantidad de trabajos dedicados a evaluar la contribucién del genotipo
APOEA4 al desarrollo de la EA, aun son muchas las cuestiones abiertas. El presente trabajo de
Tesis tratara de arrojar luz sobre la influencia de este genotipo en los mecanismos corticales

que subyacen a los procesos de memoria durante la fase prodromica de la EA.

1.2. El Deterioro Cognitivo Leve (DCL)

Los nuevos criterios diagnosticos de la EA propuestos por la Asociacion Americana de
Alzheimer y por el Instituto Nacional sobre Envejecimiento distinguen tres fases en la
progresion de la enfermedad en funcién del grado de deterioro cognitivo y de la presencia de
diferentes biomarcadores (Hyman et al., 2012): (i) fase preclinica caracterizada por la presencia
de biomarcadores positivos para la EA en ausencia de deterioro cognitivo objetivo (Sperling et
al., 2011), (ii) fase prodrémica caracterizada por la presencia de biomarcadores positivos para
la EA en presencia de deterioro cognitivo leve objetivo (Albert et al., 2011) y (iii) fase de
demencia, en la que los biomarcadores positivos para la EA se ven acompanados de una
afectacién cognitiva que interfiere con las actividades de la vida diaria (McKhann et al., 2011).
Los experimentos realizados en este trabajo de Tesis se han centrado en el DCL por
considerarse la etapa intermedia entre el envejecimiento normal y la EA, y por ser la fase en

donde la patologia al no estar ampliamente extendida podria ser potencialmente reversible.

1.2.1. Concepto de DCL y tipologia

La fase prodrémica de la EA ha acaparado la atencién de un gran numero de investigadores en
las dos ultimas décadas. Una busqueda bibliografica en la base de datos Pubmed
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) incluyendo el término “mild cognitive impairment” arroja
alrededor de 11.200 resultados, lo que da una idea de la relevancia del tema desde diferentes

perspectivas.
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El concepto de DCL ha sufrido una evolucién importante en las ultimas décadas. La primera
aproximacion a este término vino de la mano del psiquiatra Vojtech Adalbert Kral (Kral, 1962),
quien denomind "olvidos senescentes benignos" a los cambios en la memoria asociados al
envejecimiento. Sin embargo, no es hasta finales de los ochenta cuando dichos cambios
comienzan a considerarse como parte del proceso asociado al desarrollo de la EA (Reisberg et
al.,, 1988). A finales de los afos 90, Ronald Petersen, neurdlogo de la Clinica Mayo en
Rochester (USA), realizé un estudio longitudinal con dos grupos de individuos mayores de 65
afnos: un grupo estaba formado por sujetos cognitiva y neurolégicamente sanos y el otro por
personas que presentaban un deterioro objetivo de la memoria que sin embargo no interferia
con las actividades de la vida diaria. Después de un seguimiento de 6 afios, se observé que el
80% de los sujetos con deterioro objetivo de la memoria habian desarrollado EA, resultado que
contrastd con el 2% de individuos normales que fueron diagnosticados con EA en el mismo
periodo de tiempo (Petersen et al., 1999). A raiz de esta investigacién, el DCL se define como
un sindrome caracterizado por la presencia de un deterioro de la memoria mas acentuado que
el mostrado por una persona de la misma edad y nivel educativo, sin que se vean afectados

otros dominios cognitivos ni alteradas las actividades de la vida diaria (Petersen et al., 1999).

Posteriormente, los criterios diagnodsticos de DCL terminaran incluyendo la afectacién de otros
dominios cognitivos distintos de la memoria (Petersen, 2004). Es entonces cuando el DCL
comienza a clasificarse segun el nimero de dominios afectados (DCL de dominio Unico o
multiple) y segun la presencia de alteraciones en la memoria (DCL amnésico) o en otros
dominios como la funciéon ejecutiva, lenguaje o procesamiento visuoespacial (DCL no
amnésico). Esta clasificacion puso de manifiesto que los individuos con DCL amnésico (DCLa)
de dominio Unico o multiple presentaban una mayor probabilidad de desarrollar EA (Espinosa
et al., 2013), mientras que aquellos con DCL no amnésico tenian una mayor predisposicion a
presentar otros tipos de demencias degenerativas, como la demencia por cuerpos de Lewy o la

demencia frontotemporal (de Mendonga et al., 2004; Ferman et al., 2013).
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1.2. El Deterioro Cognitivo Leve (DCL)

En contextos de investigacion y de cara a ensayos clinicos, los criterios diagndsticos de DCL se
complementan con biomarcadores cuyo objetivo fundamental es detectar y cuantificar in vivo el
proceso fisiopatologico de la fase prodrémica de la EA (Dubois et al., 2007). Dado que el DCLa
y la EA representan distintas etapas dentro de un mismo continuo, ambas entidades comparten
los mismos biomarcadores: i) disminucién de los niveles de AB1-42 junto con un aumento de la
concentracion de tau total (t-tau) y/o tau fosforilada (p-tau) en liquido cefalorraquideo (LCR); ii)
aumento de la retencion cerebral de AB medido mediante radiotrazadores PET; iii)
hipometabolismo en regiones temporo-parietales determinado mediante PET de
fluorodesoxiglucosa (FDG); y iv) presencia de atrofia en regiones del I6bulo temporal medial,
como el hipocampo y/o la amigdala, identificada mediante imagenes de resonancia magnética
(RM) estructural (Dubois et al., 2014). Desde esta perspectiva, un individuo que cumpla los
criterios de DCL y que ademas presente una cierta carga de AR cerebral y dafo neural tendra
una mayor probabilidad de que dicho deterioro cognitivo esté causado por la patologia que
subyace a la EA (Albert et al., 2011). Ademas, estudios recientes han mostrado que el 55% de
los pacientes diagnosticados con DCLa muestran placas de AR y marcadores positivos de
neurodegeneracion en comparacion con el 43% de los pacientes con DCL no amnésico
(Petersen et al., 2013), sugiriendo que los pacientes con DCLa tienen mas probabilidad de

desarrollar EA que los DCL que no presentan déficits de memoria.

En resumen, incluir diferentes biomarcadores como parte de los criterios diagnésticos permite
entender la EA como una entidad clinico-biolégica y, ademas, establecer las condiciones
idéneas para realizar un diagnéstico cada vez mas temprano y preciso, dado que las
alteraciones moleculares y estructurales preceden a las alteraciones cognitivas en el curso de

la enfermedad (Jack & Holtzman, 2013).

1.2.2. Alteraciones de la memoria en el DCL de tipo amnésico (DCLa)

Las estructuras cerebrales implicadas en los procesos de memoria episddica son las que

primero se ven afectadas en la EA (Wang et al., 2016). No es de extrafar, por tanto, que la
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memoria episédica sea la funcion cognitiva mas deteriorada en las fases prodrémicas de la
enfermedad (Backman et al., 2005). La memoria episddica hace referencia a la recuperacion
consciente del contexto temporal y/o espacial de eventos que estan directamente relacionados
con nuestra experiencia personal (Tulving, 1972). Las alteraciones de la memoria episddica
asociadas al DCL han sido puestas de manifiesto utilizando una amplia gama de paradigmas
que incluyen reconocimiento, claves contextuales y recuerdo libre (Irish et al., 2011; Perri et al.,
2005; Troyer et al., 2008), tanto si el paciente es previamente informado de que tiene que
memorizar el material (Hudon et al., 2006) como si no (Atienza et al., 2011a). No obstante, el
deficit episdédico puede reducirse significativamente si los pacientes reciben entrenamiento
cognitivo (Belleville et al., 2016; Simon et al., 2012) o instrucciones muy precisas sobre la

estrategia a utilizar durante la codificacion (Balardin et al., 2015).

Un aspecto fundamental de la memoria episddica es el componente asociativo, que hace
referencia a la capacidad para integrar diferentes elementos en un Unico evento, ya sea
mediante relaciones espaciales, temporales o semanticas. Aunque esta capacidad ya se ve
afectada en el envejecimiento normal (Naveh-Benjamin, 2000), esta sensiblemente deteriorada
en pacientes con DCLa (Fowler et al., 2002; Troyer et al., 2008, 2012), aspecto que podria
explicarse, al menos parcialmente, por la atrofia del hipocampo y de la corteza entorrinal
(Atienza et al., 2011a; Troyer et al., 2012), dos regiones criticas para la formacién de nuevas
asociaciones (Yonelinas et al., 2001). De hecho, la dificultad para relacionar un evento con su
contexto temporal podrian derivar en un aumento de la interferencia proactiva y retroactiva en

los pacientes con DCLa (Loewenstein et al., 2004).

Se desconoce si las alteraciones de la memoria episédica en el DCLa son mas evidentes en la
fase de codificacién, consolidacion o recuperacién de la informacion. Una de las hipotesis mas
extendidas postula que el problema se encuentra en los mecanismos de codificacion, siendo la
causa principal una pérdida de eficiencia en el uso de estrategias cognitivas, tales como la
organizacién del contenido en funcién del componente semantico (Moscovitch & Craik, 1976).

De acuerdo con esta hipotesis, se ha observado que la memoria no mejora tras utilizar
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estrategias semanticas, al menos cuando estas se generan de forma espontanea (Balardin et
al., 2015; Brum et al., 2013; Perri et al., 2005; Ribeiro et al., 2007). Por el contrario, la ejecucion
mejora considerablemente cuando los pacientes con DCL son entrenados en el uso de dichas
estrategias, llegando a equipararse a la mostrada por personas mayores normales (Balardin et

al., 2015).

Las dificultades que encuentran los pacientes con DCLa para usar este tipo de estrategias de
forma espontanea podrian estar causadas por la presencia de alteraciones en la memoria
semantica, que engloba el conocimiento general del mundo (Tulving, 1972). Dichas
alteraciones son mas evidentes cuando el conocimiento se refiere a entidades unicas como
personas famosas, eventos histéricos y edificios, que cuando hace referencia a entidades
generales como los objetos (Ahmed et al., 2008; Barbeau et al., 2012; Dudas et al., 2005;
Estévez-Gonzalez et al., 2004; Joubert et al., 2008; Murphy et al., 2006; Seidenberg et al.,
2009). Sin embargo, las alteraciones de la memoria semantica ni se muestran en todos los
pacientes con DCLa (Ahmed et al., 2008; Joubert et al., 2008) ni se extienden a todos los
aspectos de la informacién, manteniéndose intacta cuando se trata de hechos autobiograficos

(Murphy et al., 2008).

Dado que los pacientes con DCLa tienen mas afectada la memoria demorada que la inmediata
(Goldman et al., 2001; Petersen et al., 1994), cabe la posibilidad de que muestren mas
dificultades a la hora de consolidar o recuperar la informaciéon almacenada previamente. En el
caso de que fueran los mecanismos de consolidacién los mas afectados, estos pacientes
deberian mostrar un mayor olvido con el paso del tiempo respecto a los controles. Trabajos
recientes han confirmado esta hipotesis, mostrando que a pesar de que los niveles de
adquisicion son comparables entre ambos grupos, los DCLa olvidan mas que los controles
transcurrida una semana (Walsh et al., 2014). Ello podria deberse a que estados cerebrales
como el suefio de ondas lentas y el suefio REM, implicados en la consolidacién de nuevas
memorias (e.g., Abel et al., 2013), no solo se hallan alterados en el DCLa (Hita-Yafiez et al.,

2012) sino que ademdas guardan una estrecha relacion con el incremento de las
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concentraciones periféricas de AB y con la disminucion de espesor cortical que caracteriza a
estos pacientes (Sanchez-Espinosa et al., 2014; para una revision ver Mander et al., 2016).
Ademas, los procesos de recuperacién también se encuentran significativamente afectados en
los pacientes con DCLa, ya que recuerdan peor que los controles cuando se utilizan claves que
facilitan el acceso a la informacién (Perri et al., 2015). Estos problemas de recuperacion se
asocian a su vez con el grado de atrofia del hipocampo y de otras regiones afectadas por la EA

(Perri et al., 2015).

1.2.3. Biomarcadores predictores de la conversion de DCL a EA

Los pacientes con DCLa presentan un mayor riesgo de padecer EA que el resto de la poblacion
(Busse et al., 2006), llegando a alcanzar una tasa de conversién del 80% seis afios después
del diagnéstico original (Petersen et al., 1999). Sin embargo, no todos ellos terminan
desarrollando EA (Koepsell & Monsell, 2012; Larrieu et al., 2002; Ritchie et al., 2001) ni todos
evolucionan hacia la EA al mismo ritmo (Maioli et al., 2007). En este contexto, la identificacion
de biomarcadores capaces de predecir la evolucion de la enfermedad desde sus fases mas
incipientes adquiere una gran relevancia clinica. Sin embargo, podria darse el caso que los
biomarcadores predictores de las fases prodrémicas y de la EA no fueran los mismos, tal como

se ilustra en la Figura 6 (Sperling et al., 2011).

La Figura 6 pone de manifiesto que los biomarcadores relacionados con Af y con la proteina
tau son buenos predictores en las fases preclinicas de la EA, mientras que los marcadores de
neurodegeneracion (i.e., hipometabolismo cortical y atrofia cerebral) y las alteraciones de la
memoria tienen una mayor capacidad predictiva durante las fases prodromicas y clinicas de la
EA, una vez que aparecen los primeros sintomas de la enfermedad. Teniendo en cuenta los
objetivos del presente trabajo, a continuacion revisaremos los biomarcadores que han

mostrado capacidad para predecir la conversion de DCL a EA.

35



1.2. El Deterioro Cognitivo Leve (DCL)

Anormal 4 B
e «ww Dafio neuronal mediado por tau
O W Atrofia cerebral
o s Memoria
(<) === Funcién clinica
(1d
<<
=
o
m
-
w
o
o
-]
=
P
Q
<
=
Normal - ‘/ /
Mayores cognitivamente intactos MCI EA
s CURSO TEMPORAL DE LA EA =

Figura 6. Capacidad predictiva de diferentes biomarcadores en el curso temporal de la EA. Los
biomarcadores basados en la patologia asociada al Ap y a la proteina tau presentan mejor capacidad
predictiva en las fases preclinicas, mientras que la atrofia cerebral y las alteraciones de memoria son
mas Uutiles a la hora de predecir la EA en la fase prodrémica, cuando los primeros sintomas ya han
aparecido. Figura modificada de Sperling et al. (2013).

En pacientes con DCL, la ejecucion en las pruebas de memoria demorada suele ser 1,5
desviaciones estandar inferior a la media de sus respectivos controles (Petersen, 2004). De
hecho, numerosos estudios longitudinales han mostrado buenos indices de precision,
sensibilidad y especificidad a la hora de predecir la conversidon a EA a partir de este tipo de
pruebas (e.g., Grober et al., 2000; Kluger et al., 1999; Rami et al., 2007; Tierney et al., 1996,
2005; para una revision ver Gainotti et al., 2014). Sin embargo, a dia de hoy, son pocos los
estudios que han incluido en sus modelos predictivos los ocho dominios cognitivos sugeridos
por el Instituto Nacional de Trastornos Neurolégicos y de la Comunicacion y por la Asociacion
Americana de Alzheimer (NINCDS-ADRDA) (Backman et al., 2005). Chapman et al. (2010)
establecieron mediante analisis de componentes independientes un indice neuropsicolégico
que incluia todos estos dominios. Este método mostré un 84% de precisiéon a la hora de

predecir la conversiéon de DCL a EA, con una sensibilidad de 0,86 y una especificidad de 0,83,
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resultados que ya fueron observados utilizando una aproximacion multivariada similar (Marcos
et al., 2006). Las aproximaciones univariadas que se centran exclusivamente en la memoria
han mostrado una menor sensibilidad y especificidad (Lekeu et al., 2010; Perri et al., 2007;
Tierney et al., 2005). No obstante, dichos indices mejoran sensiblemente cuando la memoria se
combina con una medida de la funcién ejecutiva (Marcos et al., 2006; Rozzini et al., 2008;
Tabert et al., 2006), y aln mas si se combina con biomarcadores relacionados con la estructura

cerebral o con la patologia asociada al AB y/o a la proteina tau (Dubois et al., 2007, 2010).

Estudios previos han puesto de manifiesto que el deterioro de la memoria en pacientes con
DCL se relaciona con la muerte neuronal especialmente en regiones parieto-temporales (Di
Paola et al., 2007; Fujishima et al., 2014; Sarazin et al., 2010). Por lo tanto, es razonable
pensar que la evolucién de la atrofia en estas areas corticales podria ser un excelente predictor
del desarrollo de la EA (e.g., Davatzikos et al., 2011; Eskildsen et al., 2013; Plant et al., 2010).
Las atrofias que afectan a regiones del I6bulo temporal medial son especialmente sensibles a
la progresién de la EA (e.g., Killiany et al., 2000), llegando a predecir la conversién incluso 4
anos antes del diagnostico (Adaszewski et al., 2013). Dada la enorme variabilidad que
presentan estas estructuras cerebrales, su utilidad se limita a evaluaciones individuales, de ahi

que la combinacién con otros marcadores pueda incrementar su validez.

Los pacientes con DCLa también presentan alteraciones de la microestructura de la sustancia
blanca (Alves et al., 2012, Bosch et al., 2012; Douaud et al., 2011; Liu et al., 2011; Medina et
al., 2006), compartimento cerebral que contiene los axones neuronales que proyectan a
diferentes regiones corticales y subcorticales. Los tractos de sustancia blanca mas afectados
son los que conectan regiones implicadas en los procesos de memoria como la corteza
parahipocampal, el lI6bulo temporal, el esplenium del cuerpo calloso y la corteza cingulada
posterior (Chua et al., 2008). De hecho, estas alteraciones de la sustancia blanca se han
relacionado con el deterioro de la memoria episddica en pacientes con DCL (Fujishima et al.,
2014) y con una disminucion del espesor de la corteza frontal, lo cual se ha asociado a su vez

con un deterioro de la funcion ejecutiva (Seo et al., 2012). En linea con estos hallazgos, otros
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trabajos han mostrado que el dafo de la sustancia blanca, especialmente en el hipocampo, es
un magnifico predictor de la EA, capaz de arrojar por si solo mejores resultados que otros
biomarcadores de RM (Douaud et al., 2013; Fellgiebel & Yakushev, 2011; Selnes et al., 2013).
Aun asi, los modelos que predicen mejor la conversidn a EA incluyen biomarcadores basados
enla RMyenLCR (i.e., AB1-42, t-tau y p-tau) (Douaud et al., 2013; Selnes et al., 2013). Este
hecho resulta especialmente relevante si consideramos que los niveles de AB1-42 en LCR
son, independientemente del diagndstico clinico, un excelente marcador de la carga de
amiloide cerebral determinada mediante PET con el radiotrazador Pittsburgh compound B (PiB)
(Fagan et al., 2006, 2007; Forsberg et al., 2008; Jagust et al., 2009; Koivunen et al., 2008),
dado que la retencion regional de PiB esta estrechamente ligada a la presencia de placas de
AB detectadas directamente a partir de cerebros post mortem (Clark et al., 2011). Ademas,
diversos estudios han confirmado que la retencion de PiB en la corteza frontal y en la
corteza cingulada anterior y posterior es mas evidente en aquellos individuos que evolucionan

mas rapido a EA (Bruck et al., 2013; Okello et al., 2009).

Una técnica no invasiva que no solo supone una gran ventaja en términos econdmicos, sino
también en lo que respecta a la evaluacién directa de la funcién sinaptica cortical, es el EEG.
Dado que las primeras placas seniles afectan a las neuronas piramidales de las capas Il y V
de la corteza causando disfunciones sinapticas desde estadios muy tempranos de la EA
(Shankar & Walsh, 2009), las oscilaciones EEG podrian ser un potencial biomarcador de la
conversion a la EA. Estudios previos han mostrado que los cambios observados durante el
estado de reposo cerebral permiten predecir la progresion a EA (Buscema et al., 2010; Huang
et al., 2000; Luckhaus et al., 2008; Moretti et al., 2011; Poil et al., 2013; Prichep et al., 2006;
Rossini et al., 2006). Estos trabajos revelan que los pacientes con DCLa que evolucionan a EA
presentan un incremento de potencia espectral en las frecuencias mas lentas del EEG, una
disminucion en las frecuencias mas rapidas y una localizacion mas anterior de ambos tipos de
oscilaciones (Huang et al., 2000). A pesar de lo prometedores de estos resultados, las
oscilaciones EEG no aparecen incluidas en los ultimos criterios diagndsticos de la EA (Albert et

al., 2011; McKhann et al., 2011).
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A continuacién se expondran los principales cambios que muestran las oscilaciones EEG

durante las fases prodromicas de la EA.

1.3. Cambios en las oscilaciones EEG asociados al DCLa

La técnica del EEG permite registrar a nivel macroscoépico los potenciales postsinapticos
generados por grandes poblaciones de neuronas piramidales en la corteza cerebral. Las
oscilaciones EEG reflejan los cédigos neurales que emplea la corteza cerebral para representar
la informacion a nivel local y establecer comunicacion entre regiones distantes. Esto es posible
gracias a un complejo sistema en el que diferentes asambleas de neuronas oscilan en multiples
frecuencias, en un contexto donde el procesamiento de la informacion se realiza de forma

paralela (Llinas, 1988; Steriade et al., 2001).

A medida que se progresa en el continuo envejecimiento-EA se producen cambios
significativos en la dinamica de las oscilaciones EEG. Para empezar, el ritmo alfa (8-12,5 Hz)
muestra un enlentecimiento en regiones posteriores de la corteza y la potencia espectral en las
bandas de frecuencia alfa y beta (13-30 Hz) disminuye a medida que incrementa la potencia de
las bandas delta (0,5-3,5 Hz) y theta (4-7,5 Hz) (Van Cott & Brenner, 2005). Dichos cambios no
son un epifendmeno de la EA, sino que estan asociados a la disfuncion sinaptica, muerte
neuronal y deterioro cognitivo que se produce con la evolucién de la enfermedad (Serrano-
Pozo et al., 2011; Kowalski et al., 2001). De hecho, las alteraciones del EEG se han
relacionado con atrofias tanto corticales como subcorticales en pacientes con DCL y EA
(Babiloni et al., 2009a; Fernandez et al., 2003; Grunwald et al., 2007; Moretti et al., 2007, 2011;
Gonzalez-Escamilla et al., 2016), aspecto que se ve agravado por la presencia del genotipo
APOE4 (Babiloni et al., 2006b; Gonzalez-Escamilla et al., 2015; Jelic et al., 1997; Lehtovirta et
al., 1996, 2000).

Aunque se desconocen las causas que subyacen a las alteraciones de las oscilaciones EEG en
la EA, resultados derivados de estudios con modelos animales revelan que la produccién de AR

desestabiliza la actividad neural, desencadenando una disminucion de oscilaciones theta a
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corto y largo plazo (Pefia-Ortega & Bernal-Pedraza, 2012; Villette et al., 2010). Por otra parte,
la exposicion prolongada y el incremento de la carga de AB parece ser condicion suficiente
para inducir actividad epileptiforme in vivo en modelos animales de Alzheimer y en pacientes
con EA familiar (Palop et al., 2007; Palop & Mucke, 2010), asi como en pacientes con sindrome
de Down que desarrollan EA (Lai & Williams, 1989) e incluso en el 5-20% de personas que
desarrollan EA esporadica (Palop & Mucke, 2009). A esto se une el hecho de que los patrones
de conectividad funcional entre distintas areas corticales en diversas bandas de frecuencia
también pueden verse afectados por los niveles de AB y tau en pacientes con DCL (Canuet et
al., 2015). Todos estos resultados ponen de manifiesto que las alteraciones sinapticas que
subyacen al DCL/EA pueden identificarse mediante técnicas no invasivas como el EEG, por lo

que su uso podria suponer un avance importante para el diagndstico temprano de la EA.
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2. PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Planteamiento general de los objetivos

A pesar de que nuestro conocimiento sobre la EA ha mejorado drasticamente en los ultimos
afnos, ni se conocen aun los factores que desencadenan los mecanismos patoldgicos de esta
enfermedad ni se dispone de terapias farmacoldgicas con capacidad para modificar la
trayectoria de la EA y/o frenar la sintomatologia subyacente. La literatura revisada en la
Introduccién apunta a que las disfunciones sinapticas podrian causar el deterioro de la
memoria que precede al diagndstico de la EA, y que dichas disfunciones podrian deberse a la
toxicidad generada por los oligdémeros solubles de AB (Gandy et al., 2010; Hsia et al., 1999;
Mucke et al., 2000; Palop & Mucke, 2010). Las diferentes estrategias empleadas para disminuir
los niveles de AB no solo no han resultado eficaces sino que en ocasiones han tenido un efecto
perjudicial sobre la funcién cognitiva (Mikulca et al., 2014). Esto podria deberse a varias
razones. Por una parte, es posible que los inhibidores de las B- y y-secretasas no estén
actuando sobre los elementos etiopatogénicos de la EA y, por otra, podria ocurrir que dichos
inhibidores se estén administrando en un momento inapropiado, cuando el dafio neuronal es ya
demasiado extenso e incluso irreversible (Hamm et al., 2015). Ademas, el fracaso de los
ensayos clinicos realizados hasta la fecha podria ser debido a que se centraron en reducir la
sintesis de A, la fraccion soluble o la fraccién insoluble, ignorando la posible relaciéon que

pudiera existir entre los diferentes elementos implicados (Rosenblum, 2014).

Disponer de biomarcadores sensibles y especificos de las fases mas tempranas de la EA
permitiria, por una parte, identificar el grado y distribucién regional de las disfunciones
sinapticas que preceden al deterioro de la memoria y, por otra, aprovechar la plasticidad del
resto del cerebro para disefiar intervenciones terapéuticas. En este contexto, las oscilaciones
EEG poseen un potencial extraordinario, dado su bajo coste, caracter no invasivo y amplia
disponibilidad en hospitales y centros de investigacion. Por otra parte, los registros EEG

reflejan de manera directa y con una excelente resolucién temporal, a diferencia del PET o la
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RMf, la actividad postsinaptica de grandes poblaciones de neuronas piramidales de la corteza
cerebral. No solo constituye una excelente aproximacion a la hora de estudiar los correlatos
neurales de los diferentes procesos que subyacen a la memoria (Basar & Dlzgun, 2016;
Hanslmayr et al., 2016; Igarashi, 2015; Ketz et al., 2015; Wilsch & Obleser, 2016), sino que
también pueden ser una herramienta util para mejorar la memoria en programas de

rehabilitacion cognitiva (Reis et al., 2016).

Estudios previos han mostrado que existe una relacion entre el genotipo APOE4 y el deterioro
de la memoria en las fases prodromicas y clinicas de la enfermedad (Consentino et al., 2008;
Whitehair et al., 2010). Ademas, experimentos realizados en nuestro laboratorio apuntan a que
el deterioro de la memoria asociativa en pacientes con DCLa portadores del APOE4 podria
deberse en parte a la incapacidad de estos pacientes para beneficiarse del contexto semantico
durante la codificacion, siendo este déficit independiente del grado de atrofia de la corteza
entorrinal y/o del hipocampo (Atienza ef al., 2011a). Sin embargo, estos experimentos no han
determinado si el dafio estructural y/o funcional de otras regiones de la corteza podria estar
promoviendo la incapacidad de estos pacientes para beneficiarse del contexto semantico. Por
ello, el primer objetivo fue identificar los correlatos cerebrales estructurales y
funcionales del deterioro de la memoria que muestran los pacientes con DCLa en
funcién de que portaran o no el genotipo APOE4. Para abordar este objetivo, se seleccion6
un grupo de mayores sanos y otro de pacientes con DCLa portadores y no portadores del
genotipo APOE4, en los que se cuantificdé el espesor de la corteza (con una resolucion
submilimétrica) y el volumen del hipocampo y la amigdala (con una resolucién milimétrica), dos
regiones del I6bulo temporal medial esenciales para la memoria que muestran un grado similar
de atrofia en la EA (Horinek et al., 2007; Klein-Koerkamp et al., 2014). Adicionalmente, y con el
objetivo de identificar alteraciones en los circuitos funcionales implicados en la memoria, se
estimaron los generadores corticales de las oscilaciones EEG durante la codificacion y
posterior recuperacion de memorias asociativas en condiciones de congruencia e

incongruencia semantica.
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Diferentes trabajos han explorado los cambios en el EEG/MEG basal asociados a la fase
prodromica de la EA (e.g., Babiloni et al., 2006b; 2011; Cantero et al., 2009a, 2009b; Canuet et
al., 2015; Cuesta et al., 2015a, 2015b; Garcés et al., 2013; Luckhaus et al., 2008), asi como su
papel predictor en la evolucion de la enfermedad (Babiloni et al., 2011, 2014; Buscema et al.,
2010; Huang et al., 2000; Jelic et al., 2000; Loépez et al., 2014, 2016; Luckhaus et al., 2008;
Moretti et al., 2011; Poil et al., 2013). Sin embargo, son escasos los trabajos que han
investigado los correlatos EEG de la memoria episédica durante la fase prodromica de la EA, y
la mayoria de los que lo hicieron basaron su aproximacidn analitica en los potenciales
asociados a eventos mas que en las oscilaciones corticales (Hoppstadter et al., 2013; Olichney
et al., 2008; Wolk et al., 2013). Esta ultima aproximacién permitiria, por una parte, identificar la
circuiteria funcional cortical afectada en pacientes con DCLa vy, por otra, evaluar la capacidad
de estos pacientes para predecir la conversién de DCL a EA. Por lo tanto, el segundo
objetivo de este trabajo fue investigar si las oscilaciones EEG asociadas a la memoria
asociativa en pacientes con DCLa predicen la conversion a EA y si esta prediccion
mejora cuando se combina con otros marcadores de RM cerebral basados en la pérdida

de integridad de la sustancia gris.

2.2. Hipétesis relacionadas con el efecto del genotipo APOE4 sobre los correlatos EEG
de la memoria episoédica en el DCLa

(i) Las técnicas de neuroimagen (e.g., RM, RMf, PET) son capaces de distinguir a los
portadores de los no portadores del genotipo APOE4 en funcion del grado de deterioro
cognitivo (controles, DCLa y EA) ademas de predecir la evolucion de dicho deterioro (para
una revisién ver Bookheimer & Burggren, 2009). Se desconoce, sin embargo, si estas
diferencias podrian también evidenciarse en las oscilaciones EEG asociadas a una tarea
de memoria episddica en pacientes con DCLa. Estudios previos sugieren que los procesos
de codificacién y recuperacion de la memoria estan afectados en el DCL (Belleville et al.,

2008), por lo que la presencia del genotipo APOE4 en pacientes con DCL deberia suponer
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una alteracion de las oscilaciones EEG tanto durante la codificacion como la posterior

recuperacion.

Recientemente se ha propuesto que la codificacion y recuperacion de la memoria
episodica depende fundamentalmente de un sistema hipocampal encargado de integrar
informacién y de un sistema neocortical dedicado a representar el contenido de dicha
informacién (Hanslmayr et al., 2016). Aunque ambos sistemas son complementarios, sus
mecanismos actuarian en diferentes rangos de frecuencia. De hecho, el modelo postula
que las representaciones neocorticales de la memoria estarian indexadas por una
reduccion de la potencia espectral en los rangos de alfa y beta. Para que el cédigo neural
generado adquiera sentido debe ser interpretado por el hipocampo, para lo cual debera
acoplar su respuesta neuronal con la fase de theta. Como las mismas neuronas
neocorticales pueden responder a diferentes estimulos, diferentes representaciones de
memoria podrian acabar solapandose. El hecho de que este sistema permita un alto rango
de solapamiento lo hace muy vulnerable al olvido. Por el contrario, el hipocampo, mediante
el acoplamiento de la amplitud de gamma con la fase de theta, permitiria un escaso grado
de solapamiento entre las nuevas memorias y las adquiridas en el pasado, lo que lo

convierten en un mecanismo especialmente eficiente para la formacion de la memoria.

A pesar de que con la técnica del EEG no es posible registrar directamente oscilaciones
theta procedentes del hipocampo, estudios previos han demostrado que los generadores
de theta en humanos no se limitan al hipocampo sino que se extienden a diferentes
regiones de la neocorteza (Florez et al., 2015; Canolty et al., 2006; Cantero et al., 2003).
Estas oscilaciones theta corticales también guardan una estrecha relacién con los
procesos de memoria (Hsieh & Ranganath, 2014). De hecho, diferentes trabajos han
mostrado que durante la codificacion (Atienza et al., 2011b; Mélle et al., 2002; Osipova et
al., 2006; Sederberg et al., 2003, 2006; Summerfield & Mangels, 2005, 2006) y posterior
recuperacion de la memoria episédica (Gruber et al., 2008; Pasttdéter & Bauml, 2014) se

producen cambios de potencia de theta en diferentes regiones corticales que correlacionan
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(iii)

con los niveles de ejecucion en la tarea de memoria. Este hecho también se ha observado
en personas mayores cognitivamente intactas (Crespo-Garcia et al., 2012). Dado que los
incrementos de potencia de theta en determinadas regiones corticales a menudo se
acompafan de decrementos de potencia en el rango de alfa/beta en otras regiones de la
corteza (Hanslmayr et al., 2009, 2011; Klimesch et al., 1996, 1997), subrayando el papel
de diferentes circuitos corticales en diferentes procesos de memoria, podria ocurrir que los
efectos del genotipo APOE4 fueran mas evidentes en un rango de frecuencia que en otro.
De esta forma, seria posible determinar qué procesos de memoria se ven mas afectados

por la presencia de este genotipo en los pacientes con DCLa.

Los pacientes con DCLa portadores del genotipo APOE4 no solo presentan mas
dificultades para codificar, consolidar y recuperar eventos episédicos (Albert et al., 2007;
Farlow et al., 2004; Smith et al., 1998), sino que ademas son incapaces de beneficiarse de
la informacion semantica presentada durante la codificacion (Atienza et al., 2011a). Dado
que hay evidencias de que la congruencia semantica durante la codificacion facilita la
integracién de la nueva informacidon con esquemas de conocimiento previo (Packard et al.,
2017), esperariamos que los efectos del APOE4 sobre los correlatos EEG del beneficio de
la congruencia semantica fueran especialmente notables durante la codificaciéon. Ademas,
estudios previos han mostrado que dichos correlatos se evidencian en el rango de theta,
tanto en adultos jovenes (Atienza et al., 2011b) como en personas mayores
cognitivamente intactas (Crespo-Garcia et al., 2012). Por consiguiente, se espera que los
efectos del genotipo APOE4 sobre las oscilaciones EEG sean especialmente evidentes en
dicha banda de frecuencia, aunque no se descarta que puedan emerger en ofras

frecuencias.

La literatura existente no es concluyente respecto a si el deterioro de la memoria que
caracteriza a la EA esta directamente causado por la patologia subyacente (Bennett et al.,
2005) o si esta parcialmente mediado por el genotipo APOE4 (Martins et al., 2006). Portar

el genotipo APOE4 en pacientes con EA podria potenciar la interaccion entre factores de
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riesgo relacionados con el estilo de vida (Reuter-Lorenz et al., 2014; Stern, 2012) y los

cambios cerebrales propios del envejecimiento (Liu et al., 2013; Reinvang et al., 2013).

Trabajos previos han postulado que las personas mayores portadoras del genotipo APOE4

mantendran su memoria intacta mientras sean capaces de reclutar mecanismos neurales

que compensen los efectos perniciosos de dicho genotipo (Tuminello & Han, 2011). Desde

esta perspectiva, el deterioro de la memoria que sufren los pacientes con DCLa portadores

del APOE4 podria deberse parcialmente a las alteraciones en dichos mecanismos de

compensacion neural. De confirmarse esta hipétesis, solo los DCLa que no porten dicho

genotipo deberian mostrar cambios en las oscilaciones EEG en regiones corticales

importantes para la memoria con el objetivo de compensar los dafios cerebrales

estructurales y funcionales propios de las fases prodrémicas de la EA. Si estos cambios

oscilatorios fueran realmente compensatorios, ademas de correlacionar con una mejora

del reconocimiento en la tarea de memoria, deberian estar condicionados por el grado de

afectacién del I6bulo temporal, tanto a nivel estructural como funcional (Dennis & Cabeza,

2013).

2.3. Hipotesis relacionadas con la capacidad de los correlatos EEG de la memoria para

predecir la conversion de DCLa a EA

La sintomatologia que caracteriza al sindrome de DCL no es exclusiva de la EA (Petersen et

al., 1999) lo que dificulta enormemente distinguir los casos que progresaran a EA de aquellos

que permaneceran estables o progresaran a otro tipo de demencia (Backman et al., 2004). De

hecho, un 30% de los casos con DCL no evolucionan a EA aun presentando un deterioro

aislado de la memoria (Dubois et al., 2007). Por otra parte, estudios previos sugieren que tanto

las lesiones de la EA (Klyubin et al., 2012) como las alteraciones de la mielina podrian

contribuir a las disfunciones sinapticas desde fases muy tempranas de la enfermedad (Dean et

al., 2017). Ambos fendmenos podrian explicar los cambios en las oscilaciones EEG (Pajevic et

al., 2014).
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Como se avanzo en la introduccion, diferentes trabajos han confirmado la capacidad de las
oscilaciones EEG/MEG para predecir la evolucion a la EA desde el estadio de DCL (Babiloni et
al., 2011, 2014; Buscema et al., 2010; Huang et al., 2000; Jelic et al., 2000; Lopez et al., 2014,
2016; Luckhaus et al., 2008; Moretti et al., 2011; Poil et al., 2013), aunque en todos los casos
fueron registradas en estado de reposo cerebral. Por otra parte, hay evidencias de que
determinados componentes de potenciales evocados modulados por la memoria de trabajo,
tales como el P200, N200 y P300, también son capaces de discriminar entre el envejecimiento
normal y las fases prodrémicas de la EA (Bennys et al., 2011; Cespoén et al., 2015; Chapman et
al., 2011; Jiang et al., 2015; Missonier et al., 2007). A pesar de su innegable interés, estos
estudios se han centrado en componentes de la memoria mas asociados a patologias que
directa o indirectamente afectan al I6bulo frontal, ignorando el componente asociativo de la
memoria, mas estrechamente relacionado con regiones del lobulo temporal medial que
muestran una mayor afectacion en la EA (Perri et al., 2015). Hasta donde llega nuestro
conocimiento, el presente estudio es el primero que incluye entre sus objetivos evaluar si las
oscilaciones EEG asociadas al componente asociativo de la memoria son capaces de mejorar
la capacidad predictiva de marcadores de RM mas convencionales, como el volumen del
hipocampo y/o de la amigdala, y si la combinacion de ambos marcadores (i.e., RM estructural y

oscilaciones EEG) puede contribuir a mejorar de forma significativa dicha prediccion.

Nuestra hipotesis de partida es que las fuentes generadoras de las oscilaciones alfa en
regiones posteriores de la corteza podrian ser un buen predictor de la progresion de la EA en
pacientes con DCLa. Esta hipdtesis descansa en estudios realizados con diferentes
aproximaciones experimentales. En primer lugar, resultados derivados de modelos
computacionales han mostrado que la reduccion sinaptica cortico-cortical en pacientes con EA
afecta a las oscilaciones talamicas y corticales en el rango de alfa (Abuhassan et al., 2012,
2014), un fenédmeno que se extiende a pacientes con DCLa (Pons et al., 2010). En segundo
lugar, el déficit de memoria que caracteriza al DCLa se ha relacionado con anomalias en la

potencia y sincronia de fase de los generadores corticales posteriores del ritmo alfa, al menos
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en condiciones de reposo cerebral (e.g., Babiloni et al., 2006b, 2011; Cantero et al., 2009a,
2009b; Canuet et al., 2015; Luckhaus et al., 2008). Y por ultimo, existen evidencias de que las
alteraciones en el rango de alfa correlacionan con la atrofia cortical y subcortical en la EA
(Babiloni et al., 2009b, 2013; Gonzalez-Escamilla et al., 2016, Lopez et al., 2014), muy
especialmente del hipocampo (Babiloni et al., 2009b) y del complejo hipocampo-amigdalar
(Moretti et al., 2009). Dado que la combinacion de diferentes biomarcadores del deterioro
cognitivo ha mostrado mejorar sensiblemente la prediccion de la conversion de DCLa a EA
(Eckerstrom et al., 2013; Furney et al., 2011; Lopez et al., 2016; Shaffer et al., 2013), cabria
esperar en nuestro caso que la combinacion de las oscilaciones alfa en respuesta a una tarea
de memoria asociativa con la integridad del I6bulo temporal medial mejoren igualmente esta

prediccién.
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3.1. Sujetos

En el presente estudio participaron sesenta personas mayores, 26 controles (12 mujeres, 66,7
+ 4,9 afos) y 34 DCLa (22 mujeres, 69 + 6,7 afios). La muestra experimental fue reclutada en
el Laboratorio de Neurociencia Funcional (Universidad Pablo de Olavide, Sevilla) y en la
Unidad de Demencias del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla. La participacion en
el estudio fue completamente voluntaria, existiendo la posibilidad de abandonar los
experimentos si el participante o sus familiares lo consideraban oportuno. Todos los
participantes firmaron un consentimiento informado antes de comenzar el estudio. Los
protocolos experimentales empleados en este trabajo fueron previamente aprobados por el
Comité Etico de Investigacién con Humanos de la Universidad Pablo de Olavide y por el
Comité de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Virgen del Rocio. Todos los
procedimientos empleados respetaron los principios de la Declaracion de Helsinki (1975,

revisados en 2000).

Todos los participantes se sometieron a pruebas de laboratorio (hemograma, vitamina
B12/folato y funcidn tiroidea), a una exploracion neuroldgica, y a un estudio de RM de craneo
que incluy6 secuencias ponderadas en T1, T2 y FLAIR. Estas pruebas fueron evaluadas por el
mismo neurdlogo, en controles y pacientes, tanto en el primer afio (linea base) como en el

periodo de seguimiento, el cual solo tuvo lugar en los pacientes con DCLa.

Los criterios de inclusién en el estudio para controles y DCLa fueron los siguientes: i) tener
entre 65 y 80 anos, ii) hablar espafol como primera lengua, iii) presentar una vision normal o
corregida, iv) mostrar un nivel de independencia normal desde un punto de vista clinico y de
acuerdo con las escalas de Actividades Basicas e Instrumentales de la Vida Diaria validadas en
poblacion espafola (Béhm et al., 1998), v) no cumplir los criterios diagndsticos de demencia

establecidos en el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, 42 versién
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(DSM-1V) (American Psychiatric Association, 1994), vi) ausencia de lesiones anatémicas en la
RM (infartos cerebrales extensos, tumor cerebral, esclerosis del hipocampo y/o malformaciones
vasculares), vii) ausencia de isquemias relevantes en la sustancia blanca periventricular y/o
profunda en la RM (puntuaciones = 2) segun la Escala de Cambios en la Sustancia Blanca
Asociados a la Edad (Fazekas et al., 1987), viii) ausencia de sintomatologia depresiva de
acuerdo con la Escala de Depresion Geriatrica de Yesavage validada en poblacién espafiola
(utilizdndose como criterio de exclusion puntuaciones = 5) (Martinez de la Iglesia et al., 2002),
ix) no presentar historial clinico previo de enfermedades neurolégicas (traumatismo craneo-
encefalico, ictus, epilepsia), psiquiatricas (depresion, episodios psicéticos, historia de consumo
cronico de alcohol y/u otras adicciones) o de otra indole (renal, hepatica, pulmonar y/o
endocrina), y x) no estar en tratamiento con medicacion que pudiera afectar de forma explicita
a la funcion cognitiva (e.g., inhibidores de la acetilcolinesterasa, benzodiacepinas,

antidepresivos triciclicos, etc.).

En los controles, se descart6 la presencia de deterioro cognitivo subjetivo y/o objetivo mediante
evaluacion neuropsicolégica, se confirmd que tenian conservadas las actividades de la vida
diaria con la misma escala empleada en los pacientes con DCLa, y se requirié que todos ellos
obtuvieran una puntuacion global de 0 (ausencia de demencia) en la Escala de Demencia

Clinica (Clinical Dementia Rating, CDR) (Hughes et al., 1982).

El diagndstico de DCLa se estableciod siguiendo los criterios propuestos por Petersen et al.
(1999): i) quejas subjetivas de memoria preferiblemente corroboradas por el acompafiante,
cuidador o familiar mas cercano, ii) deterioro objetivo de la memoria confirmado mediante
pruebas neuropsicologicas (1,5 desviaciones tipicas por debajo del rendimiento cognitivo medio
en personas mayores normales de la misma edad y nivel educativo), para lo cual se emplearon
las pruebas de memoria inmediata y diferida de los subtests de Memoria Légica de la Escala
de Memoria de Wechsler (TEA, 1999), y iii) una puntuacion global de 0,5 (demencia
cuestionable) en el CDR. La evaluacion cuantitativa de la RM, concretamente del volumen del

hipocampo y de la amigdala y su relacion con la memoria, nos permitié confirmar que la
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condicion de estos sujetos se correspondia con la de DCL debido a EA con un nivel intermedio

de certeza (Albert et al., 2011).

El diagnostico de EA se basé en los criterios establecidos por el DSM-1V: i) alteracién de la
capacidad para adquirir y recuperar nuevas memorias, ii) presencia de una o mas de las
siguientes alteraciones: afasia, apraxia, agnosia y/o deterioro de la funcion ejecutiva, iii) las
alteraciones (i) y (ii) interfieren de forma significativa con la actividad social y/o laboral del
paciente, ademas de mostrar una evoluciéon gradual y un deterioro cognitivo progresivo, iv) las
alteraciones (i) y (ii) no se asocian con un sindrome confusional agudo, v) el cuadro clinico no
es atribuible a una alteracion psiquiatrica (e.g., depresién mayor o esquizofrenia), y vi) el

paciente muestra una puntuacién global de 1 (demencia leve) en la CDR (Hughes et al., 1982).

Transcurridos 2 afios desde la linea base, 16 de los 34 pacientes diagnosticados con DCLa
(47%) reunieron los criterios de EA, mientras que los 18 restantes (53%) permanecieron

estables.

3.2. Determinacion de los polimorfismos genéticos del gen APOE

Cada participante acudid6 en ayunas a la Unidad de Biomarcadores del Laboratorio de
Neurociencia Funcional (Universidad Pablo de Olavide) para proceder a la extraccion de
muestras de sangre. A partir de estas muestras, se extrajo el ADN mediante el procedimiento
de "salting-out" (Miller et al., 1988). La concentracion y pureza de cada muestra de ADN se
obtuvo mediante espectrofotometria (NanoDrop 2000®°, Thermo Fisher Scientific) y su
integridad se determind mediante electroforesis (Mupid-One®) con geles de agarosa. EI ADN

resultante se almaceno en viales de 1,5 ml y se congel6 a -80°C.

Los diferentes polimorfismos del gen APOE se obtuvieron mediante PCR (Step-One Plus,

Applied Biosystem) con sondas TaqMan® (Applied Biosystem) especificas para cada
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polimorfismo de nucledétido simple (Single Nucleotide Polimorphism, SNP) de interés (rs429358:
sonda TagMan C_3084793_20; rs7412: sonda TagMan C_904973_10). En cada reaccion se
utilizaron 50 ng de ADN gendmico en un volumen total de 10 pl en placas de 96 pocillos. El
termociclado se programé de la siguiente manera: 95°C durante 5 minutos, seguido por 38
ciclos en los que se alternaron 95°C durante 10 segundos con 60°C durante 1 minuto. Todas
las reacciones fueron amplificadas por duplicado siguiendo las instrucciones proporcionadas
por el fabricante. Se repitieron varias muestras de manera aleatoria para confirmar el

genotipado y los resultados fueron concordantes en un 100% de los casos.

Cabe resaltar que la presencia/ausencia del alelo ¢4 no se emple6 como criterio de
inclusion/exclusion en ninguno de los grupos. La influencia del genotipo APOE4 fue evaluada
exclusivamente en los pacientes con DCLa dado que ninguno de los controles portaron dicho

genotipo.

3.3. Estimulos

El paradigma experimental utilizado para evaluar la memoria asociativa y sus correlatos
cerebrales estructurales y funcionales empleé como estimulos caras de personas no famosas y
de personajes famosos espanoles (i.e., actores, politicos, musicos y personajes de la
television). Los personajes famosos se seleccionaron a partir de los resultados derivados de un
estudio piloto realizado en 20 personas mayores cognitivamente intactas. En este estudio se
presentaron 288 nombres de personas famosas junto a tres claves biograficas que incluian la
profesidon asi como informacién adicional relacionada con la profesion (e.g., el titulo de una
cancion, el nombre de un programa de television, o la pertenencia a un partido politico). En
cada ocasion, los participantes debian decir si conocian al personaje famoso a partir del
nombre. En caso afirmativo, debian indicar si conocian la informacién biografica proporcionada
sobre el personaje. Ademas del nombre, se seleccionaron tres claves biograficas

correspondientes a 96 personas famosas (50% mujeres) siempre y cuando hubieran sido
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reconocidas por al menos el 75% de los participantes. El mismo procedimiento se sigui6 con 15

personajes adicionales que fueron incluidos en la fase de practica.

De las 96 personas famosas reconocidas por el 75% de la muestra, 32 se asignaron a la
condicidon de congruencia semantica, 32 a la condicion de incongruencia semantica, y de las 32
restantes se seleccionaron sus claves para presentarlas junto a las caras de personas no
famosas. Ademas, las imagenes se ordenaron en funcién de la cantidad de sujetos
experimentales que habian reconocido 3 o 2 de las claves biograficas presentadas, de manera
que las dos condiciones de congruencia fueron homogéneas con respecto a este criterio. Con

las caras utilizadas en la fase de practica se procedié de la misma forma.

A través de busquedas en internet se seleccionaron 64 caras correspondientes a las personas
famosas derivadas del estudio piloto y otras 32 de personas no famosas (ademas de las 15
caras empleadas en la fase de practica). En el proceso de seleccién se evitd que las fotos
contuvieran accesorios tales como gafas de sol, sombreros o pafuelos. Las caras de famosos
y no famosos fueron igualadas en sexo, edad (aproximada) y expresion facial (neutra o
positiva). Para minimizar la influencia de elementos perceptivos adicionales al propio rostro,
como el peinado o los pendientes, solo se selecciond el évalo de la cara tomando como puntos
de referencia la barbilla y el trago del pabelldn auricular. Ademas, siempre que las imagenes lo
requirieron, fueron rotadas para que los ojos quedasen alineados con el eje horizontal.
Finalmente, todas las imagenes fueron transformadas a la misma escala de grises y mismo

nivel de luminancia mediante el programa Adobe Photoshop (v.7.0.1).

Las caras fueron presentadas sobre un fondo negro, en el centro de uno de los cuatro
rectangulos (5,9 cm de ancho por 7,3 cm de alto) en los que se dividid la pantalla, dos a cada
lado del eje vertical y otros dos por arriba y por debajo del eje horizontal. Los participantes se
sentaron en un sillon, a 1 m de distancia de un monitor de 17 pulgadas, de tal manera que el
nasion estuvo centrado respecto al centro geométrico de dicho monitor. De esta forma, el
angulo visual de la cara dentro del rectangulo fue aproximadamente de 2,5° x 3,9° (anchura x

altura).

57



3.4. Paradigma experimental

3.4. Paradigma experimental

Cada participante realiz6 tres tareas en dos sesiones consecutivas. La primera sesion, también
denominada fase de estudio, incluyé una tarea de congruencia semantica, mientras que la
segunda sesion o fase de memoria, incluyé una prueba de facilitacion (priming) conceptual y
otra de memoria asociativa basada en el reconocimiento visuoespacial. La Figura 7 muestra el

curso temporal de un ensayo correspondiente a cada una de las tareas.

A Congruencia semantica B Priming conceptual

500 ms
2000 ms

¢ Famoso o no famoso?

C Memoria asociativa

500 ms
2000 ms

¢Misma o distinta localizacion?

Figura 7. Representacion esquematica del paradigma experimental. A) Tarea de congruencia
semantica en la que el sujeto debe indicar si la clave es congruente con la cara. Cada ensayo se
corresponde con una condicion experimental: clave semanticamente congruente con cara de famoso
(Férmula Uno—Fernando Alonso), clave semanticamente incongruente con cara de famoso (Julio
Iglesias—Antonio Banderas), y clave semanticamente incongruente con cara de persona no famosa
(Actriz—Cara desconocida). B) Tarea de priming conceptual en la que el sujeto debe indicar si la cara
pertenece a una persona famosa o no famosa. C) Tarea de memoria asociativa en la que el sujeto debe
indicar si la cara se presenta en la misma localizacion espacial que en las fases anteriores o no.
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Cada tarea se dividié en 6 bloques de 48 ensayos. La tarea de congruencia semantica dur6
aproximadamente 60 minutos mientras que las de memoria duraron 30 minutos cada una, con
un descanso de 15 minutos entre una tarea y otra, y con un descanso de 2 minutos entre
bloques. Por lo tanto, la tarea de memoria asociativa tuvo lugar una hora después de que
hubiese finalizado la fase de estudio. Las instrucciones se repitieron al comienzo de cada
bloque, con el objetivo de garantizar que todos los sujetos, especialmente aquellos con DCLa,
no olvidaran como tenian que responder. La presentacién de los estimulos y el registro de las
respuestas comportamentales se realizé con el programa Presentation (Neurobehavioral

Systems, Inc., Albany, CA).

En la fase de estudio se presentaron caras de personas famosas y no famosas en uno de los 4
cuadrantes en los que se dividié la pantalla. Todas las caras fueron precedidas por una clave
biografica en la misma localizacion espacial. En el caso de las caras no famosas, la
informacion proporcionada por la clave siempre fue semanticamente incongruente. Sin
embargo, en el caso de las caras de personas famosas, la clave fue semanticamente
congruente con la cara en la mitad de las ocasiones e incongruente en la otra mitad. Los
sujetos fueron instruidos para que indicaran si la clave se correspondia o0 no con la cara. Para
ello se utilizé una caja de respuestas con cinco botones dispuestos en forma de cruz (Cedrus®,
modelo RB-530; Cedrus Corporation, San Pedro, CA). Los sujetos debian presionar el boton
izquierdo en caso afirmativo y el derecho en caso negativo, los cuales estaban sefializados en
color amarillo y rojo, respectivamente. Esta informacion se repetia al inicio de cada bloque de
forma verbal y tactil (el experimentador tocaba la mano izquierda del participante para indicarle
que con esa mano debia responder si y la derecha para responder no). Los participantes no
fueron informados sobre las pruebas de memoria, por lo que cualquier relacion establecida

entre la cara y la localizacién espacial fue totalmente incidental.

Aunque cada cara se presento en la misma localizacion espacial en 3 bloques alternantes, en
cada ocasion fue precedida por una clave distinta correspondiente al mismo personaje y a la

misma condicién experimental. El ensayo comenzaba con una cruz de color blanco en el centro
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de uno de los cuatro cuadrantes durante 2000 ms, seguida por la presentacién de la clave
durante 1500 ms y por la cara durante otros 1500 ms (Figura 7A). Los participantes disponian
de 5000 ms para responder si existia una relacién entre la clave y la cara. No se proporcion6

ninguna instruccion especifica en el caso que los sujetos no supieran qué responder.

Cada vez que el cerebro procesa una cara conocida o una clave biografica se accede a
informacion conceptual. Si la condicién es de congruencia semantica, una mayor cantidad de
informacién semantica acerca de una misma identidad se relaciona con la misma localizacion
espacial. Por lo tanto, cabria esperar que cuando el sujeto fuera expuesto de nuevo a las caras
codificadas en condicibn de congruencia semantica, se viera facilitado el acceso a la
informacion semantica asi como el reconocimiento de los elementos perceptivos y contextuales
relacionados con dicha cara (Voss et al.,, 2008; Voss & Paller, 2006). Dado que evidencias
previas sugieren que el acceso a la informacién semantica podria estar dafiado en las fases
prodromicas de la EA (Brambati et al., 2012; Dudas et al., 2005; Mulatti et al., 2014; Willers et
al., 2008), se decidié evaluar el acceso automatico a la informacidon semantica mediante una

tarea de priming conceptual.

En la tarea de priming conceptual se presentaron las mismas caras en la misma localizacion
espacial que en la fase de estudio durante 500 ms. Pero en esta ocasién se omitieron las
claves biograficas (Figura 7B). Los sujetos debian responder, de la manera mas precisa y
rapida posible, si la cara pertenecia a una persona famosa o no famosa (botdn izquierdo en
caso afirmativo y derecho en caso negativo). Las respuestas mas rapidas de 300 ms y mas
lentas de 2000 ms fueron excluidas de los analisis. Si los participantes mostraban priming
semantico, es decir respuestas mas rapidas y/o un mayor indice de precisién para las caras
famosas semanticamente congruentes que para las incongruentes, se interpret6 como un
indicio de que habian accedido automaticamente a la informacion semantica, requisito
indispensable para beneficiarse de la congruencia semantica durante la tarea de memoria

espacial.
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Tras finalizar esta tarea, todos los participantes habian visto cada cara en la misma localizacién
un total de 6 veces (tres veces en cada tarea). Durante la prueba de memoria asociativa, la
mitad de las caras se presentaron en la misma localizacion espacial y la otra mitad en una
localizacion distinta durante 500 ms (Figura 7C). Los participantes debian indicar si la cara
habia aparecido o no en esa misma localizacion en las pruebas anteriores pulsando uno de los
dos botones de la caja de respuestas (izquierdo en caso afirmativo y derecho en caso
negativo). Estudios previos utilizando esta misma tarea (Atienza et al., 2011b) o tareas
similares (Alberca-Reina et al., 2014; Staresina et al., 2009) han mostrado que la memoria
episddica se beneficia de la congruencia semantica tanto en adultos jovenes como en personas
mayores cognitivamente intactas (Crespo-Garcia et al., 2012) pero no en pacientes con DCLa
(Atienza et al., 2011a). En el presente estudio se evalud especificamente si este efecto, que
deberia traducirse en un mejor reconocimiento para las caras famosas congruentes, esta

modulado por el genotipo APOE4 y/o por la evolucién a EA transcurridos dos afios.

3.5. Analisis comportamental

La precision de la ejecucion en las tareas de memoria se evalué mediante el indice de
discriminacién d prima (d’) derivado de la teoria de deteccion de senales (Snodgrass & Corwin,

1988):

d’ = zAciertos — zFalsas alarmas

Para ello se calcul6 el porcentaje de aciertos (responder afirmativamente que una cara en la
prueba de memoria ha aparecido en la misma localizacion que en la fase de estudio, siendo
esto cierto) y el porcentaje de falsas alarmas (responder afirmativamente que una cara en la
prueba de memoria ha aparecido en la misma localizacion que en la fase de estudio, siendo

esto falso).

61



3.5. Anélisis comportamental

El indice d’ se calcul6 separadamente para cada condicion de congruencia. A partir de estos se
obtuvieron dos indices adicionales, uno referido al reconocimiento global (d’ asociativa), sin
considerar la condicion de congruencia; y otro que refleja la ganancia debida al contexto
semantico en el que se presentaron las caras (d’ semantica). El primero se obtuvo calculando
la media entre la d’ congruente e incongruente y el segundo a partir de la substraccién de estas

dos condiciones.

Ademas, se calcularon los tiempos de reaccion (TR) para las respuestas correctas (aciertos y
rechazos correctos). Esto se realizdé para la condicion de congruencia e incongruencia por

separado, asi como para el componente asociativo y semantico.

Los andlisis estadisticos de las respuestas comportamentales se realizaron con el programa
SPSS v.21 (SPSS Inc., Chicago, IL). En la tarea de priming conceptual y de reconocimiento
visuoespacial se evalu6 el efecto de la congruencia semantica (congruencia e incongruencia),
del diagndstico (controles y DCLa), del genotipo APOE (DCLa €4 y DCLa £4") y de la
conversion a EA (DCLa-e y DCLa-c) mediante analisis mixtos de la varianza (ANOVAs) y de la
covarianza (ANCOVAs), incluyendo la edad como covariable. La homogeneidad de varianzas
se evaluo con la prueba de Levene y la de la matriz de varianza-covarianza con la prueba de
Box. Se utilizé la W de Mauchly para evaluar si el modelo estadistico cumplia la asuncién de

esfericidad. Los efectos de interaccién se evaluaron mediante el estadistico t de Student.

3.6. Oscilaciones EEG

3.6.1. Registro de la sehal EEG

El EEG se registré en la fase de estudio y en la fase de memoria visuoespacial en todos los
participantes. El protocolo incluyé 59 electrodos de EEG (Fp1, Fp2, AF7, AF3, AFz, AF4, AFS,
F7,F5, F3, F1, Fz, F2, F4, F6, F8, FT7, FC5, FC3, FC1, FCz, FC2, FC4, FC6, FT8, T7, C5, C3,
C1, Cz, C2, C4, C6, T8, TP7, CP5, CP3, CP1, CPz, CP2, CP4, CP6, TPS8, P7, P5, P3, P1, Pz,
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P2, P4, P6, P8, PO7, PO3, POz, PO4, PO8, O1 y 02), 4 electrodos de electrooculografia
(EOG) para registrar movimientos oculares horizontales y verticales, y 2 electrodos de
electromiografia (EMG) colocados sobre los musculos submentonianos para registrar el tono
muscular. Todos los electrodos se referenciaron al promedio de la actividad registrada en
ambos mastoides (A1 y A2). La colocacion de los electrodos EEG sobre el cuero cabelludo se

realiz6 siguiendo las coordenadas del Sistema Internacional 10-10 (Jasper, 1958).

Se utilizaron electrodos de disco de 10 mm de diametro chapados en oro y con una longitud de
cable de 152 cm (Grass, Inc., referencia FS-E5GH-60). Antes de colocar cada electrodo, se
frotd la zona de interés con un bastoncillo untado con una crema que permite mejorar la
conductividad (Nuprep Skin Prep Gel™, Weaver). Posteriormente, se rellené la copa de cada
electrodo con una pasta electrolitica conductora (Ten20™, Weaver) para facilitar la
conductancia eléctrica entre la piel y el electrodo. Finalmente, los electrodos de EEG se fijaron
al cuero cabelludo con colodién (solucion al 4%, Panreac, referencia 141278.0314), mientras
que los electrodos de EOG y EMG se adhirieron a la piel de la cara con cinta quirirgica extra-
adhesiva (Fixomull®, BSN medical GmbH). Para acelerar el proceso de fijaciéon y secado del
colodion se aplicd aire comprimido a cada electrodo colocado sobre el cuero cabelludo. Los
valores de impedancia de todos los electrodos se mantuvieron por debajo de 5 kQ. Las sefales
EEG fueron amplificadas (BrainAmp MR, Brain Vision®), filtradas (filtro de paso de banda 0,1-

100 Hz), digitalizadas (250 Hz, resolucién 32-bits) y almacenadas para su analisis posterior.

3.6.2. Pre-procesamiento de la sefal EEG

La Figura 8 ilustra de manera esquematica el protocolo de analisis de las sefales EEG
empleado en el presente estudio. En primer lugar, se corrigieron los artefactos oculares y
musculares mediante analisis de componentes independientes (/ndependent Component
Analysis, ICA) con el algoritmo Infomax (Bell & Sejnowski, 1995) implementado en el programa
BrainVision Analyzer v.1.05 (Brain Products GmbH, Munich, Germany). Cada tipo de artefacto

fue identificado a partir de sus distribuciones topograficas, espectro de potencia y dinamica
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temporal, para luego sustraerlos de la sefial EEG original. Los segmentos de EEG que
mostraban artefactos después de la aplicacién de ICA fueron eliminados manualmente. Por
ultimo, a fin de que la fase de las oscilaciones EEG no se viera afectada por la referencia

original se aplicé una referencia promedio comun (Schiff, 2005).

En el presente trabajo se analizaron las oscilaciones EEG registradas durante la fase de
estudio y durante la segunda fase de memoria basada en una tarea de reconocimiento
visuoespacial. En la fase de estudio, solo se analizaron las asociaciones recordadas en la fase
de memoria en al menos dos de los ensayos (aciertos + rechazos correctos). Este matiz es
importante, dado que la mayoria de los estudios previos que han evaluado los mecanismos
cerebrales asociados a la codificacion han empleado el paradigma de la memoria subsecuente
(Paller & Wagner, 2002), que compara la actividad cerebral en los ensayos de la fase de
estudio que fueron posteriormente recordados frente a los que fueron olvidados. Esta
aproximacién analitica no pudo emplearse en el presente estudio ya que los controles
cometieron pocos errores en esta tarea, lo que impidié obtener una buena razén senal-ruido en

los ensayos olvidados.

3.6.3. Andlisis de la sefal EEG en el dominio espectral, temporal y espacial

Tras la correccion de artefactos, las sefnales EEG de cada sensor, ensayo, condicion y sujeto
se ftransformaron a los dominios tiempo-frecuencia aplicando la transformada wavelet
implementada en el programa FieldTrip (Oostenveld et al., 2001). En particular, las sefales
EEG fueron convolucionadas con una wavelet Morlet de seis ciclos (Percival & Walden, 1993),
con un submuestreo de 0,25 Hz y una duracion de ventana ajustada a cada frecuencia f (AT =

5\f), en un rango de frecuencias que oscil6 entre 2 y 25 Hz.
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A. PRE-PROCESAMIENTO
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Figura 8. Protocolo de andlisis de las oscilaciones EEG. A) Pre-procesamiento. Seleccion de segmentos
EEG asociados a ensayos congruentes (CC) e incongruentes (Cl) para corregir los artefactos extra-cerebrales
mediante ICA. B) Analisis tiempo-frecuencia. Las sefiales de cada electrodo, ensayo y sujeto se transforman
al dominio tiempo-frecuencia. Posteriormente, se identifican los instantes de tiempo y los componentes de
frecuencia en los que el contraste estadistico alcanza su maximo valor a partir de una estadistica multivariada.
Los generadores EEG se estiman en las ventanas de tiempo-frecuencia resultantes de esa estadistica
(recuadros con lineas discontinuas), siempre y cuando dicho componente también muestre un cambio
significativo con respecto a la linea base en cada grupo. C) Estimacién de los generadores corticales de las
oscilaciones EEG. Se aplican filtros espaciales (beamforming) para extraer el dipolo eléctrico (flecha blanca)
de la actividad EEG en una localizacion cortical, eliminando la influencia de los dipolos restantes. La sefial del
sensor resulta de la contribucion de multiples generadores (lineas de colores). Tras aplicar beamforming se
aisla la sefal procedente de un solo generador (lineas negras). A partir de esta informacion, se obtienen los
mapas de activacion para cada ensayo. A continuacion, se hace una estadistica a nivel individual seguida de
otra a nivel de grupo. A partir de los mapas estadisticos no paramétricos se identifican las coordenadas de los
voxeles que muestran el estadistico maximo. D) Reconstruccion temporal de la sefial EEG procedente de los
generadores corticales. Aplicando los filtros espaciales sobre las coordenadas de los voxeles seleccionados
en (C), se transforman al dominio del tiempo las sefiales de los generadores EEG corticales. A partir de esta
informacion, se extraen las series temporales de potencia espectral normalizada (PN) sobre las que se realiza
el mismo contraste estadistico que se aplicé a nivel de generadores corticales.
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Para evitar el efecto de borde introducido por la transformada wavelet, las ventanas de analisis
se extendieron 2 s antes y después del periodo de interés. El periodo de interés empez6 2100
ms (fase de estudio) o 600 ms (fase de memoria) antes de presentar las claves biograficas y

finalizé 1000 ms tras la aparicion de la cara en ambos casos.

Para obtener la representacion tiempo-frecuencia de los incrementos y/o decrementos de
potencia espectral con respecto a la linea base, los valores de potencia (P) para cada
frecuencia individual (f) fueron normalizados en todos los puntos temporales (t) de la siguiente

manera:

[P(tf) - P(f) linea base] / P(f) linea base

donde P(f) linea base representa la media de la potencia EEG para un componente de
frecuencia particular dentro del periodo denominado linea base. El periodo de linea base se
extendié desde -2100 a -1600 ms en la fase de estudio y desde -600 a -100 ms en la fase de
memoria. Se evitd incluir en este periodo los 100 ms que precedieron a la apariciéon del primer
estimulo por los cambios que normalmente se producen en la oscilaciones EEG ante la
expectativa que genera la aparicion de un estimulo esperado (en este caso, la clave en la fase
de estudio y la cara en la fase de memoria). Estos valores de potencia normalizados reflejan un
decremento o incremento en la sincronizacion de las poblaciones neurales subyacentes que se
conocen como event-related desynchronization o event-related synchronization (ERS/ERD),
respectivamente (Pfurtscheller & Lopes da Silva, 1999). Estas medidas se obtienen a partir de
una unica sefal y son por tanto medidas que hacen referencia a la sincronizacion (ERS) y

desincronizacion (ERD) cortical a nivel local.

Previamente al analisis estadistico, se selecciond6 un mismo numero de ensayos para cada
condicion experimental (congruencia) en cada sujeto. De esta manera, evitamos que las
diferencias entre condiciones se debieran a diferencias en la razén sefial-ruido entre
condiciones. A continuacion, se promediaron las oscilaciones EEG transformadas al dominio

tiempo-frecuencia para cada individuo y condicion experimental. De esta forma, fue posible

66



3. Materiales y métodos

analizar no solo la actividad oscilatoria que esta en fase con el estimulo (cara), sino también
aquella en la que las relaciones de fase con el estimulo muestran una mayor variabilidad entre

ensayos.

Posteriormente, utilizamos una estadistica basada en la regresién de minimos cuadrados
parciales (Partial Least Squares, PLS) para identificar aquellos electrodos y porciones del
espectrograma que alcanzaron la significacion estadistica. Esta aproximacion extrae una serie
de variables no correlacionadas, denominadas variables latentes, que explican un porcentaje
significativo de la estructura de covarianza entre los espacios multidimensionales definidos por
las variables de interés y las variables dependientes (Mcintosh et al., 1996). Existen diferentes
modalidades de PLS (MclIntosh & Lobaugh, 2004), pero las dos empleadas en este estudio han
sido el PLS tarea (mean-centered task PLS), que permite analizar los cambios en las
oscilaciones EEG en funcion de la linea base, de la congruencia y/o del grupo (definido en
base al diagndstico, APOE4 o la conversion a EA); y el PLS comportamental (behavioral PLS),
que permite evaluar la relacién existente entre las oscilaciones EEG y la ejecucién en la tarea

de memoria.

Los andlisis de PLS se realizaron con la herramienta de Matlab PLScmd (http://www.rotman-
baycrest.on.ca/pls/source/). Mediante un test de permutaciones se determiné si el efecto de
cada variable latente era generalizable y significativamente diferente del azar. Mas
concretamente, los sujetos fueron reasignados al azar 10.000 veces sin reemplazamiento al
otro posible grupo, mientras que para evaluar el efecto de la linea base y la congruencia se
permutaron las condiciones de las dos variables en cada sujeto. En el caso de las
correlaciones, fueron los indices de memoria asociativa y semantica los que se permutaron
para todos los sujetos dentro de cada grupo. Por otra parte, para evaluar la estabilidad de las
contribuciones maximas de los electrodos a las variables latentes se realizaron 2.000
estimaciones mediante el método de bootstrapping. Este método calcula repetidamente el test
estadistico reasignando aleatoriamente sujetos a cada grupo. La finalidad ultima del

bootstraping es determinar aquellos segmentos de la sefial EEG que alcanzan un efecto
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significativo estable en la muestra de sujetos, de manera que solo se consideran relevantes

aquellos resultados dos veces superiores al error estdndar del bootstrapping (p < 0,05).

Para cada contraste en el que el PLS arrojé resultados significativos, se promediaron las
sefales de los electrodos que alcanzaron la significacién estadistica. El contraste volvié a
realizarse sobre la sefal promediada en el rango de tiempo-frecuencia que nos indico el PLS.
Para corregir los falsos positivos que se derivan de las multiples comparaciones (a través de
las muestras temporales y componentes de frecuencia) se aplic6 el método de asignacion
aleatoria y multiples comparaciones implementado en el programa FieldTrip (Maris, 2004;

Nichols & Holmes, 2002).

En general, este procedimiento tiene un doble objetivo. Por un lado, identificar el componente
de frecuencia asociado al momento temporal donde se localiza el estadistico maximo corregido
por multiples comparaciones, a partir del cual se extraera la informacion de la fase necesaria
para la estimacion de los generadores corticales del EEG. Y por otro, determinar, para cada
contraste significativo, una ventana temporal de 500 ms donde estimar dichos generadores
neuroeléctricos. Se establecié como condicion sine qua non que la sefal en dicho intervalo

fuera estadisticamente diferente de la linea base en los diferentes grupos analizados.

3.6.4. Estimacion de los generadores corticales de las oscilaciones EEG

Para estimar la localizacion de los generadores corticales de las oscilaciones EEG se utilizé un
método de filtrado espacial adaptativo basado en beamforming. A diferencia de los métodos
basados en un modelo discreto de generadores multiples, beamforming aplica un filtro inverso
sobre los sensores que nos permite estimar la contribucion de un generador en una
localizacion especifica del cerebro tras eliminar la contribucién de cualquier otro generador que
no se corresponda con la localizacién de interés (Gross et al., 2001; Van Veen et al., 1997). El
resultado es una imagen cerebral 3D integrada por véxeles que contienen diferentes valores de
potencia espectral. Para obtener estos valores, se extrae de cada ensayo la distribucion de

campos eléctricos que contiene informacion tanto de la amplitud absoluta como de la fase
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(Guderian & Duzel, 2005). Posteriormente, se calcula la matriz de densidad espectral cruzada
(cross-spectral matrix) que se utilizara para estimar la potencia del generador en cada voxel de
la corteza. Para tal fin, se calculan las matrices de covarianza tanto para la linea base (500 ms)
como para el intervalo de tiempo de interés en cada ensayo (500 ms). En cada uno de estos
pasos, se aplica un valor de 0,001% como parametro de regularizacion con respecto al primer

valor singular obtenido tras la descomposicion en valores singulares de la matriz de covarianza.

A continuacién se calculd la matriz leadfield que es una representacion lineal de la relacion
entre los generadores EEG y la potencia espectral recogida por los electrodos. Como se ilustra
en la Figura 9, esta matriz refleja la contribucidon de los componentes ortogonales (x, y, z) de
cada voxel (fuente generadora) a cada electrodo de registro. En el presente trabajo, cada voxel
tenia un volumen de 5 mm?®. Para obtener la matriz leadfield se utilizé un modelo de conduccién
realista basado en el método de elementos de frontera (Boundary Element Method, BEM) de
tres compartimentos, cerebro, craneo y cuero cabelludo, con conductividades de 0,33, 0,0042 y
0,33 S/m, respectivamente. El modelo esta basado en una imagen de RM de alta resolucién
creada por el McConnell Brain Imaging Centre en el Montreal Neurological Institute (MNI) tras

promediar 27 imagenes T1 de un sujeto representativo (Colin27) (Oostenveld et al., 2001).

A continuacién, se aplicé un filtrado espacial basado en beamformer. Este método es
especialmente apropiado para analizar la actividad oscilatoria inducida dado que opera con los
datos en bruto en lugar de con datos promedio y no requiere un conocimiento a priori del
numero de generadores activos. Sin embargo, esta aproximacion no permite separar
generadores EEG altamente correlacionados en el tiempo, ya que asume que el curso temporal
de los distintos generadores no estan correlacionados (Sekihara et al., 2002). Como
consecuencia, las intensidades de las fuentes generadoras son subestimadas y sus posiciones
espaciales son incorrectamente localizadas. Para solventar este problema se aplicé el método
de beamformer de nucleo dual (dual-core beamformer, DCBF) junto con un algoritmo
modificado de Powell no lineal que permite identificar pares de fuentes correlacionadas que

coexisten en el EEG de cada sujeto reduciendo el tiempo de célculo empleado por otros

69



3.6. Oscilaciones EEG

algoritmos (Diwakar et al., 2011). La actividad procedente de fuentes correlacionadas se
suprimioé aplicando un beamformer de restriccion multiple (Dalal et al., 2006; Sekihara et al.,
2004). El resultado es muy preciso independientemente de la razén-sefal-ruido, del grado de
correlacion y de la intensidad de las fuentes generadoras. Este procedimiento se implementé

en Matlab basandonos en los beamformers incluidos en el programa FieldTrip.
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Figura 9. Creacion de la matriz leadfield. Representacién esquematica de la matriz leadfield L (panel
derecho) a partir de 12 fuentes generadoras (recuadros en el interior de la cabeza, panel izquierdo) de la
actividad registrada a partir de 5 electrodos (circulos en la periferia de la cabeza, panel izquierdo). Cada
fuente se corresponde con una columna de L, cada electrodo con una fila, y cada entrada de L con el
potencial medido en un electrodo particular como resultado de una fuente particular. Figura extraida de
Weinstein et al. (1999).

A continuacién se identificaron los pares de generadores que con mas frecuencia mostraron las
puntuaciones pseudo-z mas altas (maxima correlacién). Para ello, se realizaron 1.000
busquedas por sujeto, obteniéndose un par de generadores en cada busqueda. La mayoria de
estos generadores correlacionados se encontraron en mas de un 1,5% de las iteraciones. Tras
descartar aquellos generadores encontrados en menos de 1,5% de las iteraciones y los que se
hallaron separados por una distancia inferior a 5 cm, se obtuvieron aproximadamente 9
generadores correlacionados por sujeto. Al calcular los filiros espaciales de cada voxel se
tuvieron en cuenta las matrices leadfields de todos los generadores correlacionados de cada
sujeto con el objetivo de suprimir la actividad de los mismos y estimar correctamente la

actividad atribuida al voxel de interés. Tras aplicar los filtros espaciales correspondientes a las
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matrices de covarianza de cada ensayo, se obtuvieron mapas de puntuaciones pseudo-z
normalizados para cada ensayo (Van Veen et al, 1997). Esta normalizacién redujo la
contribucion del ruido cuya potencia espectral incrementa a medida que nos alejamos de los

electrodos (Vrba & Robinson, 2001).

Por ultimo, las sefiales de los voxeles que mostraron maximos locales se reconstruyeron en el
dominio del tiempo. Para obtener la orientacién principal del dipolo del generador, los filtros se
optimizaron utilizando una descomposicién en valores singulares (Gross et al., 2001). El filtro
espacial optimizado se aplicd sobre las senales EEG filtradas en el intervalo de frecuencia de
interés. A fin de calcular para cada ensayo los cambios de potencia espectral con respecto a la
linea base se volvié a aplicar la transformada wavelet sobre las sefales reconstruidas en el

dominio del tiempo.

3.6.5 Andlisis estadisticos a nivel de fuentes generadoras

Primero se eliminé el efecto de la edad para cada ensayo aplicando el modelo lineal general
utilizado por Stolk et al. (2013) para eliminar el movimiento de la cabeza de registros de MEG.
Los contrastes estadisticos se basaron en un modelo jerarquico, a fin de minimizar la
variabilidad interindividual (Holmes & Friston, 1998). Este modelo se realizé primero a nivel de
sujeto y posteriormente a nivel de grupo. En los analisis individuales se comparoé el periodo
post-estimulo con el periodo de linea base mediante el estadistico t de Student para muestras

independientes. A partir de estos resultados, se realizaron los contrastes a nivel de grupo.

El efecto de la congruencia semantica se evalué mediante el estadistico t de Student para
muestras relacionadas, mientras que las diferencias entre grupos se analizaron con el
estadistico t para muestras independientes. La relacion entre las oscilaciones EEG y los
indices de memoria (d’ asociativa y d’ semantica) se evalu6é para todos los sujetos y para
diferentes grupos mediante el estadistico r de Spearman. Al contrario que la r de Pearson, éste
estadistico es mas robusto ante los valores atipicos y no requiere que la distribucién

multivariada de los estadisticos cumpla el criterio de normalidad (Pernet et al., 2013). Para
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evaluar la asociacién entre las oscilaciones EEG y la d’ asociativa se promediaron los
resultados de potencia espectral para ambas condiciones de congruencia, mientras que para el
indice d’ semantica se resto la potencia espectral asociada a los ensayos incongruentes de los
congruentes. Si las correlaciones alcanzaban la significacién en al menos uno de los grupos, se
comparaban estadisticamente los coeficientes de regresién de ambos grupos. Para ello,
primero se transformaron los valores r a puntuaciones z, y luego se aplicé la prueba F de
Fisher para muestras independientes. Estos analisis se realizaron inicialmente sobre toda la

corteza y posteriormente sobre regiones de interés derivadas de otros contrastes.

Para reducir el numero de falsos positivos debido al gran niumero de voxeles analizados y
comparaciones realizadas, se utilizé el método de Monte Carlo junto con el de clustering
(Nichols & Holmes, 2002). Dado que este analisis asume dependencia entre los clusters
(Random Field Theory), los mapas de cada sujeto fueron suavizados con un filtro Gaussiano de
10 mm implementado en SPM5 (Welcome Trust Centre for Neuroimaging,

http://www fil.ion.ucl.ac.uk/spm/).

En aquellos casos en los que las comparaciones de grupo incluyeron muestras de tamafo
distinto se introdujo una modificacion en el procedimiento para evitar el sesgo debido a la
diferencia en la razén senal-ruido. Para ello, se realizaron 1.000 aleatorizaciones dividiendo los
datos en dos grupos de tamafio similar y manteniendo la asignacion original del grupo fijado
(i.e., no se modifico el tamafio del grupo que contenia un menor numero de sujetos).
Posteriormente, se aplicé el estadistico correspondiente a cada una de estas aleatorizaciones y
finalmente se promediaron los valores de t para cada voxel. Las coordenadas del voxel que
mostré el estadistico maximo dentro de cada cluster significativo se transformaron desde el
espacio MNI (Montreal Neurological Institute; Colin 27) al espacio Talairach (Talairach &
Tournoux, 1988) mediante la funcion mni2tal de Matlab (http://www.imaging.mrc-
cbu.cam.ac.uk/imaging/MniTalairach), con el objetivo de identificar el area de Brodmann (BA)

segun el WFU Pick Atlas (Maldjian et al., 2003).
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Tras reconstruir al tiempo la sefal del voxel que mostrd el estadistico maximo se aplicéd el
mismo contraste estadistico para identificar aquellos intervalos de tiempo donde el contraste
fue significativo. El estadistico se aplicd sobre una ventana de 50 ms que se iba moviendo a lo
largo del periodo post-estimulo de interés (1000 ms) con saltos de 40 ms. Para controlar los
falsos positivos en el dominio del tiempo se aplicé el método de asignacién aleatoria y del

maximo estadistico elevado al cuadrado (Maris, 2004; Nichols & Holmes, 2002).

3.7. Imagenes de resonancia magnética cerebral (RM)

3.7.1. Adquisicién y pre-procesamiento

Se adquirieron dos imagenes estructurales de RM cerebral (secuencia T1-3D) en un scanner
Philips Intera 1,5 T (Philips, Holanda) equipado con una bobina de craneo de 8 canales. La
secuencia T1-3D se defini6é a partir de los siguientes parametros: tiempo de repeticion = 2300
ms, tiempo de eco = 4,5 ms, angulo de rotacién = 8°, dimensiones de la matriz de adquisicion =
256 x 192, y 184 cortes sagitales de 1,2 mm de espesor sin espacio entre los cortes, y tiempo
de adquisicion = 5,4 min. Las dos imagenes cerebrales de cada sujeto fueron corregidas para
eliminar artefactos de movimiento y promediadas con la finalidad de incrementar la razén

sefal-ruido.

Antes de realizar cualquier analisis cuantitativo, se eliminé el craneo y el tejido extracerebral
sobrante de cada imagen de RM cerebral. Esta labor se hizo, en primera instancia, mediante la
aplicacion de una aproximacion hibrida que combina algoritmos watershed y superficies
deformables  (Segonne et al, 2004), implementada en  Freesurfer v5.0
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). Los algoritmos watershed permiten determinar los limites
de las regiones que integran una imagen compleja al mismo tiempo que clasifican los véxeles
segun su proximidad espacial, el gradiente de sus niveles de gris y la homogeneidad de sus

texturas (Vincent & Soille, 1991). Las imperfecciones derivadas del proceso de segmentacion
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automatica realizado por Freesurfer fueron corregidas manualmente, corte a corte y en los 3

planos del cerebro, por un técnico con experiencia en este procedimiento.

3.7.2. Estimacioén y andlisis del volumen del hipocampo y la amigdala

La delimitacion anatémica del hipocampo y la amigdala se realiz6 mediante un procedimiento
de segmentacion automatica basado en inferencia Bayesiana y en un atlas probabilistico de
estas dos estructuras obtenido a partir de estudios cerebrales ex vivo realizados a 15 sujetos
con una RM de muy alta resolucién (véxel isotrépico de 0,13 mm de promedio) (Iglesias et al.,
2015). El volumen intracraneal también se calculé para cada individuo siguiendo el flujo de
analisis de Freesurfer. A partir de este analisis se obtiene el volumen normalizado del
hipocampo y de la amigdala (mm?® para cada hemisferio en cada sujeto. Los anélisis
estadisticos se realizaron con el programa SPSS v.21 (SPSS Inc., Chicago, IL) para cada una
de las dos estructuras por separado. Se aplic6 un ANCOVA mixto con el grupo como factor
inter-sujetos, el hemisferio como factor intra-sujetos y la edad como covariable. El error tipo |

fue corregido mediante el método de Bonferroni.

3.7.3. Estimacién y analisis del espesor cortical

Las medidas de espesor cortical se obtuvieron a partir de la reconstrucciéon de las superficies
corticales individuales con una precision submilimétrica. El espesor cortical de cada vértice se
defini6 como el promedio de la distancia minima entre los vértices del limite de las sustancias
gris y blanca y los vértices del limite de la superficie pial, calculados en ambas direcciones
(Fischl & Dale, 2000). La superficie pial se ajusté a la topologia de una esfera para obtener
modelos geométricos de esta estructura con parametros conocidos (Fischl et al., 2001). A partir
del modelo esférico de la corteza cerebral se obtuvo el mapa de espesor cortical de cada
participante, que fue posteriormente registrado a la superficie esférica promedio de la poblacién
de sujetos empleada en este estudio. Esta superficie esférica promedio se obtuvo alineando los

pliegues corticales de cada individuo al patrén de pliegues promedio de toda la poblacién del
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estudio. Este procedimiento ha mostrado mejorar la estimacién del espesor cortical asignado a

cada vértice (Fischl et al., 1999).

Las diferencias de grupo en el espesor cortical fueron evaluadas utilizando un modelo
estadistico jerarquico, que en un primer paso controla los falsos positivos a nivel de cluster
mediante técnicas basadas en la teoria de campos aleatorios (Random Field Theory), para
posteriormente controlar los falsos positivos a nivel de vértice dentro de cada cluster
significativo mediante un procedimiento de False Discovery Rate adaptativa. Esta aproximacion
ha mostrado una mayor sensibilidad y especificidad que otras técnicas estadisticas
convencionales, tanto en estudios de simulacion como al aplicarlas sobre datos reales de

pacientes con EA (Bernal-Rusiel et al., 2010).

3.8. Analisis de mediacion

Para investigar si los cambios en las oscilaciones EEG de los pacientes con DCLa no
portadores del genotipo APOE4 refleja la activacion de un mecanismo neural capaz de
compensar el efecto que la atrofia cortical pudiera ejercer sobre la memoria se establecieron
una serie de hipétesis causales. A fin de evaluar el ajuste del modelo teérico propuesto a partir
de los resultados obtenidos se emple6é un andlisis de pautas (path analysis). Este método
permite verificar la contribucion directa de un conjunto de variables independientes sobre una
variable dependiente, asi como la interaccién de estas variables independientes y su influencia
indirecta sobre la variable dependiente (Aron & Aron, 2001). Un mediador (M) se considerara
significativo cuando su inclusion como variable intermediaria en un modelo de pautas modifique
significativamente la relacion entre la variable independiente (X) y la variable dependiente (Y).
Los modelos que incluyen dos mediadores se denominan modelos de mediador multiple o
modelos de mediacion serial de tres pautas. En el presente trabajo, el modelo incluyé como
mediador los resultados derivados de relacionar la potencia de las oscilaciones a nivel de

fuentes generadoras con los indices de memoria. Por consiguiente, el analisis de mediacion
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debe aplicarse en cada véxel del cluster significativo. Para evaluar estos modelos se utilizé la
herramienta de mediacién que se describe en Wager et al. (2008), que permite realizar estos

analisis de manera automatica utilizando permutaciones.

Las hipodtesis concretas a evaluar con el analisis de mediacion se comentaran en el apartado
4.2.4. Independientemente de estas hipétesis, para determinar que los mediadores ejercian un
efecto significativo se requirié que el test de significacion conjunta (cada una de las pautas, 1
en el modelo simple, y 1, B3 y B5 en el modelo serial mostrado en las Figuras 18 y 20) asi
como el producto de sus coeficientes (B1*B3 en el modelo simple y B1*B3*B5 en el modelo
serial) fueran significativamente distintos de cero en cada uno de los voxeles (MacKinnon et al.,
2007). Aunque el efecto total de la variable independiente sobre la dependiente debe ser
distinto de cero segun algunos autores (MacKinnon et al., 2007), para otros es innecesario

(Hayes, 2013), por lo que no lo consideramos indispensable en el presente estudio.

Como el producto de los coeficientes no suele cumplir los criterios de normalidad (MacKinnon
et al., 2002), la significacion estadistica se determiné con el método de sesgo corregido y
acelerado calculando intervalos de confianza mediante bootstrapping (N=5.000). El empleo de
la técnica de bootstrapping ha mostrado ser de utilidad en los analisis de mediacion cuando el
tamafo de la muestra es pequefo (Efron & Tibshirani, 1993), arrojando una mayor sensibilidad
y precision que el test de Sobel (Sobel, 1982) y la aproximacion de pasos causales (Baron &
Kenny, 1986) para establecer la magnitud del efecto indirecto, y siendo una de las
aproximaciones mas robustas para evitar el error tipo | (Hayes, 2009). Los resultados
mostrados corresponden al véxel que mostrd el maximo efecto de mediacién en el modelo de

tres pautas.
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3.9. Anidlisis de regresion logistica

Los analisis de prediccidon se realizaron en los pacientes con DCLa utilizando el volumen del
hipocampo y la amigdala asi como los resultados significativos de los generadores del EEG.
Los analisis de regresion solo incluyeron aquellas medidas de RM y oscilaciones EEG que
alcanzaron la significacién estadistica en los pacientes con DCLa que convirtieron a EA y que
permanecieron estables, tanto en el contraste de grupo como en la correlacién con los indices
de memoria (d’ asociativa y d’ semantica). Para seleccionar las regiones de analisis de las
oscilaciones EEG, se crearon esferas con un radio de 3 voxeles. Este tamafo de esfera nos
permitio incluir el voxel que mostré el estadistico maximo ademas de evitar la inclusion de
valores no significativos dentro de la propia esfera. Posteriormente, se promediaron los
resultados de los voxeles que formaban cada esfera y, finalmente, los resultados de las
diferentes esferas que pertenecian a una misma area funcional (e.g., corteza parietal posterior

superior).

Para cada fase de la tarea (i.e., fase de estudio y fase de memoria) e intervalo de frecuencia en
el que se encontraron diferencias de grupo significativas, se determiné el nimero de medidas
EEG (i.e., esferas significativas) a introducir en el modelo utilizando analisis de regresion
logistica binaria con el método de seleccion por pasos hacia adelante (forward stepwise)
basado en el cociente de probabilidad (likelihood ratio). EI mismo analisis se aplicé para el
hipocampo y la amigdala, incluyendo como covariable el volumen intracraneal de cada sujeto.
Todos los modelos fueron sometidos a procedimientos de validacion cruzada empleando un
90% de la poblacién de estudio como datos de entrenamiento y el 10% restante como datos de
prueba (leave-10-out). Para reducir la variabilidad, se promediaron los resultados derivados de
las 34 series de validacién cruzada. La principal medida fue el promedio del area bajo la curva
(Area Under the Curve, AUC) de la Caracteristica Operativa del Receptor (Receiver-Operating
Characteristic, ROC) con su intervalo de confianza correspondiente. Ademas, se calcul6 el

promedio de la precision general (overall accuracy), y la sensibilidad y especificidad
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con el indice de Youden (sensibilidad + especificidad — 1). La significacion estadistica se evalué

con el test de permutaciones (N = 10.000).

Cada variable de RM (i.e., volumen de hipocampo y/o amigdala) que sobrevivié al primer
analisis (forward stepwise) se introdujo en un andlisis de regresion logistica con cada una de
las variables EEG cuyo valor predictivo superé el 95% de la distribucion. En estos casos, el
volumen intracraneal también se incluyé como covariable. Estos modelos fueron sometidos
igualmente a la validacidn cruzada y al test de permutaciones. Ademas, para determinar cual
de los modelos (i.e., EEG, volumen de hipocampo/amigdala, EEG + volumen de
hipocampo/amigdala) predecia mejor la conversion de DCLa a EA transcurridos dos afos, se
aplicé la prueba de Friedman y la de rangos con signos de Wilcoxon (con correccion de
Bonferroni) sobre el AUC y las puntuaciones de precision derivadas de los modelos de
validacion cruzada. Para aquellos modelos que incluyeron mas de un predictor, se determind la
contribucion relativa de cada uno de ellos mediante el analisis de pesos relativos. Finalmente,
la significacién estadistica de la contribucion de cada predictor se determin6 con el método de
sesgo corregido y acelerado calculando intervalos de confianza mediante bootstrapping

(N=1.000).
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4. RESULTADOS

Los resultados derivados del presente trabajo de Tesis han dado lugar a tres articulos
cientificos, uno publicado en la revista Hippocampus (Anexo |; Prieto del Val et al., 2015), otro
en Scientific Reports (Anexo II; Prieto del Val et al., 2016), y un tercero que se encuentra bajo
revision. Con el objetivo de presentar un trabajo integrador, los resultados mas relevantes en
relacion con los objetivos planteados se han agrupado en tres subapartados. El primero de
ellos describe las caracteristicas demograficas y el perfil neuropsicolégico de cada uno de los
grupos. El segundo trata de dar respuesta al primer objetivo del estudio, y se centra, por una
parte, en investigar el impacto del genotipo APOE4 en los DCLa sobre las diferentes variables
dependientes estudiadas (i.e., indices de memoria, cambios cerebrales estructurales,
oscilaciones EEG registradas durante las fases de codificaciéon y recuperacion, asi como los
correlatos cerebrales estructurales y funcionales de la memoria) y, por otra, en determinar si las
diferencias observadas en los correlatos electrofisioldgicos de la memoria (i.e., cambios en la
potencia de las oscilaciones EEG) reflejan diferencias en la activacion de los mecanismos de
compensacion neural. El tercer subapartado, relacionado con el segundo objetivo del estudio,

se centra en los biomarcadores predictores de la conversiéon de DCLa a EA.

4.1. Caracteristicas demograficas y perfil neuropsicolégico

La Tabla 1 muestra los resultados demograficos y neuropsicolégicos de los controles y DCLa.
Ambos grupos fueron estadisticamente homogéneos en edad, género y afios de educacion. A
pesar de ello, la edad se introdujo como covariable en todos los analisis dada su influencia
sobre las diferentes variables dependientes. Como cabria esperar, los controles mostraron
puntuaciones mas altas en el MMSE (p = 0,005), asi como en las pruebas de memoria

inmediata (p = 0,001) y demorada (p = 0,001) de la Escala de Memoria de Wechsler.
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Tabla 1. Perfil demografico/neuropsicolégico de la muestra.

Controles DCLa

(N = 26) (N =34)
Edad 66,7 4,9 69,0 £6,7 0,1
Género (M / H) 13/13 22 /12 0,2
Educacion (afos) 72+4,3 75+5,5 0,8
CDR 0 0,5 NA
MMSE 28,3+1,3 26,8 +24 0,005*
Memoria inmediata 14,3+ 3,0 9,7+2,6 0,001*
Memoria demorada 13,2+2,8 6,5+ 3,6 0,001*

Nota: Media + DT (deviacion tipica). M / H = mujer / hombre. CDR (Clinical
Dementia Rating); CDR = 0 ausencia de demencia, CDR = 0,5 demencia
cuestionable. MMSE (Mini examen cognoscitivo). NA = no aplicable.

La Tabla 2 muestra los datos demograficos y neuropsicolégicos de los DCLa en funcion de que
fueran (DCLa €4") o no (DCLa ¢4°) portadores del genotipo APOE4 y de que hubieran
desarrollado la EA transcurridos 2 afios (DCLa-c) o hubieran permanecido estables (DCLa-e).
Solo uno de los pacientes con DCLa €4" fue homocigoto para el alelo €4. Los DCLa €47,
genotipo mas frecuente en mujeres (p = 0,01), mostraron una afectacion selectiva de la
memoria inmediata (p = 0,02) respecto a los DCLa €4". Cuando los pacientes fueron
estratificados en funcion de la progresion de la EA, los DCLa-c presentaron una peor ejecuciéon
en la tarea de memoria demorada que los DCLa-e (p = 0,002). No obstante, en la prueba de
memoria inmediata, las diferencias entre estos dos grupos estuvieron muy cerca de alcanzar la

significacion estadistica (p = 0,06).
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Tabla 2. Perfil demografico/neuropsicolégico de los DCLa en funcion del APOE4 y de la progresién a EA.

DClLa €4 DCLa 4" DCLa-e DClLa-c

(n=18) (n=16) P (n=18) (n=16) P
Edad 67,6+7,5 70,5+5,6 0,2 68,4 +7,1 69,7 £ 6,5 0,5
Género (M / H) 15/3 7/9 0,01* 13/5 9/7 0,3
Educacion (afios) 72+49 7,8+6,4 0,7 7,3%5,1 7,7+6,3 0,4
CDR 0,5 0,5 N/A 0,5 0,5 NA
MMSE 271124 26,025 0,3 26,8 +2,1 26,4 £2,7 0,5
Memoria inmediata 10,6 £ 2,3 86+25 0,02* 10,5+ 2,3 89+27 0,06
Memoria demorada 7,3+3,7 55+34 0,1 8,3+3,4 45+29 0,002*
APOE (4™ [ €4") NA NA NA 12/6 6/10 0,08
Conversién (nc/ c) 12/6 6/10 0,08 NA NA NA

Nota: Media = DT (deviacion tipica). M/H = mujer/hombre. CDR (Clinical Dementia Rating); CDR = 0 ausencia de demencia, CDR =
0,5 demencia cuestionable. MMSE (Mini examen cognoscitivo); e = permanecen estables y no convierten a EA; ¢ = convierten a
EA. NA = no aplicable. *resalta la significacion estadistica.

4.2. Correlatos cerebrales estructurales y funcionales de la memoria asociados al
genotipo APOE4 en el DCLa

En esta seccion se expondran tanto las alteraciones de memoria como los cambios cerebrales
estructurales y funcionales asociados al genotipo APOE4 en el DCLa. A continuacién, se
describiran los correlatos estructurales y funcionales de la memoria visuoespacial, derivados de
los descriptores de RM y de las oscilaciones EEG. Por ultimo, se presentaran los modelos
causales que permitiran interpretar las diferencias asociadas al genotipo APOE4 como un

reflejo de las diferencias en la activacién de mecanismos neurales compensatorios.

4.2.1. Resultados comportamentales

Las medidas de precision d’ y los TR en las diferentes tareas se evaluaron mediante un
ANCOVA que incluy6 la congruencia (CC: caras congruentes, Cl: caras incongruentes) como
variable intra-sujetos, el grupo (control, DCLa €4’, DCLa €4") como variable inter-sujetos y la

edad como covariable. EI ANCOVA realizado sobre los datos derivados de la fase de
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4.2. Correlatos cerebrales estructurales y funcionales de la memoria asociados al genotipo APOE4 en el DCLa

codificacién no arrojo ni efectos principales ni efecto de interaccién. Por lo tanto, la variabilidad
en la ejecucion de la tarea de congruencia semantica durante la codificacion no tuvo influencia

sobre las diferencias observadas en las tareas de memoria.

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos en las dos pruebas de memoria. En la prueba
de priming conceptual, la congruencia semantica mejoro la precision (d’) (F1s6 = 136,4; p < 10
'®) y redujo los TR (F1s6 = 28,1; p < 10). El hecho de que no hubiera efecto principal de grupo
ni tampoco de interaccion sugiere que el priming fue efectivo en los tres grupos del estudio. Por
lo tanto, las diferencias observadas en la tarea de reconocimiento visuoespacial dificiimente
podrian explicarse por la forma en que cada grupo accedio a la informacion semantica primada

durante la fase de codificacion.

La tarea de reconocimiento visuoespacial arrojé un efecto principal del grupo (F25 = 6,0; p =
0,004) que se explica fundamentalmente por la peor ejecucién mostrada por los DCLa £4"
respecto a los controles (p = 0,001). Aunque los DCLa €4 también mostraron peores resultados
que los controles en esta tarea, las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p =
0,065). No hubo efecto principal de la congruencia porque dicho efecto estuvo condicionado
por la presencia del genotipo APOE4 en los DCLa como se deriva del efecto de interaccién
(F256 = 9,3; p = 0,0003). En la Figura 10 puede apreciarse que solo los controles (p < 10-7) y
los DCLa €4 (p = 0,002) se beneficiaron de la congruencia semantica para recordar
correctamente la localizacién de las caras famosas. De hecho, las diferencias de grupo solo
fueron significativas para el reconocimiento de las CC. En particular, los controles recordaron
mejor las CC que los DCLa €4 (p = 0,038) y que los DCLa €4" (p = 0,00008), al mismo tiempo
que los DCLa €4 también mostraron mejores puntuaciones que los DCLa €4 en este aspecto
(p = 0,039). Por el contrario, los TR no difirieron significativamente entre los diferentes grupos,

a pesar de que los DCLa €4” mostraron TR mas lentos ante las CC que el resto de los grupos.
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Figura 10. Resultados comportamentales en las pruebas de memoria. A) Tarea de priming
conceptual. B) Tarea de reconocimiento visuoespacial. En ambos casos se muestran las medias y
errores estandar de la media para la d’ y los TR ante las caras congruentes (CC, barras negras) e
incongruentes (Cl, barras blancas) en cada uno de los grupos evaluados. ***pyost-hoc < 0,001; **Ppost-hoc <
0,005.

La Tabla 3 muestra las medias y desviaciones estandar de los indices d’ asociativa y d’
semantica obtenidos en la prueba de memoria visuoespacial para cada uno de los grupos.
Estas variables se utilizaron en los analisis de regresion que posteriormente se llevaron a cabo
para evaluar la relacién entre la memoria y los cambios cerebrales estructurales y funcionales.
Como cabria esperar, se observé un efecto principal del grupo tanto para la d’ asociativa (F; 56
= 5,8; p = 0,005) como para la d’ semantica (F,s5 = 9,3; p = 0,0003). Estas diferencias se
debieron sobre todo a que los DCLa 4™ mostraron un mayor deterioro de la memoria asociativa
que los controles (p = 0,001) y a su incapacidad para beneficiarse de la congruencia semantica

(p = 0,014).
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Tabla 3. Media y desviacion estdndar de los indices de memoria
de precision (d’) obtenidos en la tarea visuoespacial.

indice memoria Control DCLa ¢4’ DCLa e4*
d’ asociativa 1,3+0,6 0,9+0,8 0,4+0,6
d’ semantica 0,6 £0,6 0,4+0,5 -0,1+0,4

4.2.2. Resultados derivados de los descriptores de RM

4.2.2.1. Influencia del DCLa y del genotipo APOE4 sobre el volumen de estructuras del I6bulo
temporal medial y sobre el espesor de la corteza

Las estructuras del lobulo temporal medial, concretamente el hipocampo y la amigdala,
ademas de jugar un papel fundamental en los procesos de memoria presentan un grado similar
de atrofia en el transcurso de la EA (Horinek et al., 2007; Klein-Koerkamp et al., 2014). Para
evaluar las diferencias de grupo en el volumen de estas dos estructuras cerebrales se
emplearon ANCOVAs con el grupo como variable inter-sujetos, el hemisferio como variable
intra-sujetos y la edad como covariable. Los analisis reflejaron un efecto principal del grupo
para el hipocampo (F,ss = 6,0; p = 0,004) y la amigdala (F.ss = 4,7; p = 0,013). Ambas
estructuras cerebrales mostraron un mayor volumen en los controles que en DCLa €4" y DCLa

£4”, mientras que no hubo diferencias entre estos dos ultimos grupos.

El espesor de la corteza se evalud a nivel de vértice (vertex-wise) con un ANCOVA para cada
hemisferio, que incluy6 el grupo como variable inter-sujetos y la edad como covariable. Tal
como se muestra en la Tabla 4 y se ilustra en la Figura 11, los DCLa presentaron una
disminucion significativa del espesor cortical respecto a los controles en regiones laterales y
mediales de los I6bulos frontales y temporales asi como en areas mediales del I6bulo parietal,
concretamente en el precuneo y cingulado posterior. El cingulado anterior derecho fue la Unica
region cortical en la que los DCLa €4" mostraron una reduccién significativa de espesor

respecto a los DCLa €4".
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Tabla 4. Diferencias de grupo (controles, DCL ¢4’, DCLa ¢4") en el espesor cortical.

Contraste TC Espesor cortical %

PFwWe

Areas corticales (mmz) Media + DE Atrofia
Control > DCLa ¢4 Control DCLa ¢4’

| Cingulado posterior — Precuneo 623,8 2,6+0,14 2,2+0,26 14,7 10
| Lébulo temporal medial — Polo temporal — insula 3928,7 3,0+0,18 2,5+0,34 15,7 107
I insula 69 2,5+0,28 2,2+0,31 12,6 0,004
| Giro frontal superior 103,1 2,5+0,26 2,1+0,34 16,9 10
| Giro frontal superior 76,5 2,7+0,23 2,3+0,34 15,1 107
| Giro frontal superior 78,7 2,9+0,24 2,6 £0,39 12,5 0,002
D insula 377,5 2,5+0,28 2,1+0,31 152  10™
D insula 382 3,0+0,23 2,7+0,26 11,8 10™
D insula 305,2 2,9+0,42 2,4 +0,38 18,0 10™
D insula 198,5 3,5+0,43 3,0+0,47 13,0 0,003
D Lébulo temporal medial — Polo temporal 24478 3,0+0,22 2,6 0,25 14,1 10

D Cingulado anterior — Giro frontal superior —

4
Orbitofrontal — Polo frontal 648.4 2.7 £0.17 23+030 14,6 10

D Giro frontal superior 386 2,4 +0,23 2,1+0,24 13,8 107

D Orbitofrontal 286 2,5+0,32 2,1+0,33 15,8  0,0003
D Giro frontal superior 196 2,9+0,36 2,5+0,36 14,4 0,0004
D Giro frontal superior 402,7 2,3+0,24 2,0+0,29 14,9 0,001

Control > DCLa 4" Control DCLae4"

| Cingulado posterior — Precuneo 127,8 2,5+0,34 2,1+0,47 13,8 10

| Cingulado posterior 87,4 2,8+0,24 2,3+0,27 15,2 0,0002
| Lébulo temporal medial — Polo temporal 597 3,2+0,28 2,4+0,48 23,9 10

| Giro orbitofrontal medial — Cingulado anterior 221,3 2,5+0,29 2,0+0,28 18,9 0,0003
| Giro frontal medio — Giro frontal superior 125 2,5+0,20 2,1+0,25 14,1 0,0009
D Lébulo temporal medial — Polo temporal 312,7 3,3+0,44 2,6 +0,53 21,0 107

D Temporal inferior 322,5 3,0+0,33 2,4 +0,43 18,7 0,0001
D insula — Giro temporal superior 806,5 3,3+0,31 2,6 +0,35 18,7 10

D Precuneo 228,7 2,7+0,19 2,3+0,21 16,2 10™

D Parietal superior 140,1 2,3+0,27 1,9+0,37 17,2 0,0002
D Giro frontal medio - Pars opercularis 376,8 2,4 +0,23 2,0+0,21 16,8 0,0002
D Pars triangularis 223,9 2,4 +0,29 2,0+0,26 17,8 0,0005
D Precentral 302,2 2,4 +0,27 2,1+0,32 14,4  0,0005

DCLae4 >DCLac4" DCLae4  DCLaed’
D Cingulado anterior 117,3 2,6 £+0,47 2,1+0,37 16,7 0,002

Nota: TC: tamafio del cluster; DE = desviacién estandar; | = izquierdo; D = derecho.

87



4.2. Correlatos cerebrales estructurales y funcionales de la memoria asociados al genotipo APOE4 en el DCLa

Control > DCLa ¢4- Control > DCLa ¢4* DCLa g4~ > DCLa 4%

Figura 11. Diferencias de grupo (controles, DCL £4', DCLa £4") en el espesor cortical. Mapas
estadisticos paramétricos corregidos por FWE mostrando la distribucion topografica de las diferencias
de grupo. Notese que los controles mostraron mayor espesor cortical que los DCLa
independientemente de la presencia del genotipo APOEA4. | = izquierdo; D = derecho.

4.2.2.2. Influencia del DCLa y del genotipo APOE4 sobre los correlatos cerebrales estructurales

de la memoria

A continuacion se evalué si las diferencias de grupo observadas a nivel estructural guardaban
relacion con los niveles de ejecucion en la prueba visuoespacial. Primero se hicieron analisis
de regresion en cada grupo, y si los coeficientes eran significativos en al menos uno de los

grupos, se evalué estadisticamente si estos diferian del resto de los grupos.

Los DCLa €4 mostraron una relacion significativa entre el volumen del hipocampo derecho y la
d’ asociativa (F,415 = 10,02; p = 0,002), de manera que cuanto menor fue el volumen del
hipocampo peor fue el reconocimiento visuoespacial. Sin embargo, no se observaron
diferencias al comparar los coeficientes de regresiéon con el resto de grupos. Ninguna de las
estructuras del I16bulo temporal medial mostro relacion con la d’ seméntica en ninguno de los

grupos.

En lo que respecta al espesor de la corteza, solo los DCLa €4 mostraron correlaciones
significativas entre la d’ asociativa y el espesor cortical del cluster localizado en regiones del
I6bulo temporal derecho, que incluy6 areas del I6bulo temporal medial y del polo temporal (F2,17

= 6,05; p = 0,026). Los coeficientes de regresiéon fueron mayores cuando se compararon con
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los controles (B = 0,59; t = 2,6; p = 0,014), pero no hubo diferencias significativas al comparar

con los DCLa €4".

4.2.3. Resultados derivados de las oscilaciones EEG

Primero se evaluo si la condicion de DCLa asociada al genotipo APOE4 suponia una diferencia
en la dinamica espectro-temporal y espacial de las oscilaciones EEG registradas durante la
codificacién y posterior recuperacion de las asociaciones recordadas correctamente durante la
tarea de reconocimiento visuoespacial. Para ello se aplicd una estadistica multivariada, primero
a nivel de sensor (PLS, ver apartado 3.6.3) y luego a nivel de fuentes generadoras del EEG

(estadistica jerarquica, ver apartado 3.6.5).

Tras la presentacion de las caras en una localizacion particular, tanto en la fase de codificacion
como de recuperacion, todos los grupos mostraron actividad sincronizada (i.e., incremento de
potencia espectral respecto a la linea base) en el rango de theta seguida de actividad
desincronizada (i.e., decremento de potencia espectral respecto a la linea base) en el rango de
alfa/beta. Sin embargo, las comparaciones de grupo mostraron diferencias significativas en
distintos rangos de frecuencia y en distintas ventanas de tiempo en cada una de estas fases.
Las Figuras 12 y 13 muestran las diferencias de grupo durante la codificacién y posterior
recuperacion, respectivamente, asi como las ventanas espectro-temporales seleccionadas para
la estimacion de las fuentes generadoras del EEG, la distribucion topografica de las diferencias
de grupo en la potencia de las oscilaciones EEG en dichos intervalos de tiempo, y los

electrodos en los que el PLS mostré diferencias de grupo significativas.

Durante la codificacién, los controles mostraron un mayor nivel de desincronizacion en el rango
de beta comparado con los DCLa. Este resultado se extendié a la comparacién con los DCLa
£4" (13-17 Hz; 250-800 ms; p = 0,03) y con los DCLa 4™ (13-25 Hz; 200-1000 ms; p = 0,036).
Sin embargo, la distribucién topografica de las diferencias de grupo estuvo condicionada por el
genotipo APOE4, mas central en el caso de la comparacion con los DCLa €4” y mas fronto-

temporo-parietal en el caso de la comparacion con los DCLa €4” (Figura 12A).
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CODIFICACION
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Figura 12. Diferencias de grupo (controles, DCL £4’, DCLa £4") en las oscilaciones beta durante la
codificacion. A) Representacion de la potencia normalizada (PN) en el dominio del tiempo y la
frecuencia de las diferencias de grupo promediadas en aquellos electrodos donde el PLS mostré un
efecto principal del grupo. Estos electrodos se muestran en los mapas topograficos del panel central.
Dichos mapas muestran la distribucion topografica de la sefial promediada en el intervalo espectro-
temporal en el que se estimaron las fuentes generadoras de esta actividad. B) Distribucién topografica
de las diferencias de grupo a nivel de fuentes generadoras (estadisticos t corregidos por FWE). El color
azul indica que los controles mostraron una mayor desincronizacion en el rango de beta que el grupo con
DCLa (¢4 0 €4"). Para mas informacion sobre este contraste ver Tabla 5. | = izquierdo; D = derecho.

Durante la recuperacion, tal como se ilustra en la Figura 13A, se observé un incremento en la
sincronizacion de theta en los controles respecto a los DCLa ¢4™ (4-7 Hz; 400-1000 ms; p =
0,04), una mayor desincronizacion de beta en los controles que en los DCLa 4" (13-18 Hz;
600-1000 ms; p = 0,03) y una mayor desincronizacién de alfa en los DCLa ¢4 que en los DCLa

¢4 (7-8,5 Hz; 500-1000 ms; p = 0,0003). La distribucion topografica de estas diferencias se

muestra en la Figura 13B.
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RECUPERACION
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Figura 13. Diferencias de grupo (controles, DCL £4°, DCLa £4°) en diferentes rangos de frecuencia
durante la recuperacion. A) Representacion de la potencia normalizada (PN) en el dominio del tiempo y
la frecuencia de las diferencias de grupo promediadas en aquellos electrodos donde el PLS mostré un
efecto principal del grupo. B) Distribucion topografica que incluye los electrodos que fueron significativos
a partir de la sefial promediada en el intervalo espectro-temporal en el que se estimaron las fuentes
generadoras de esta actividad. C) Distribucion topografica de las diferencias de grupo a nivel de fuentes
generadoras (estadisticos t corregidos por FWE). El color naranja indica que el primer grupo del
contraste mostr6 una mayor sincronizacion en el rango de theta que el segundo grupo de la
comparacién, mientras que el color azul indica que mostré6 una mayor desincronizacion en el rango de
alfa/beta. Para mas informacion sobre este contraste ver Tabla 6. | = izquierdo; D = derecho.
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Para establecer el intervalo espectro-temporal donde estimar las fuentes generadoras de las
oscilaciones EEG, se seleccioné una ventana de 500 ms (minimo tiempo requerido para incluir
al menos dos ciclos de las oscilaciones analizadas) cuyo componente de frecuencia incluyera i)
datos significativos del contraste de grupo en el PLS, ii) el maximo estadistico corregido por
multiples comparaciones en el contraste de grupo realizado tras promediar las sefales de los
electrodos significativos en el PLS, y iii) datos significativos del contraste de linea base

derivados del PLS para cada grupo.

Durante la codificacion, controles y DCLa mostraron diferencias significativas en el rango de
beta, independientemente de que portaran o no el genotipo APOE4. Es por ello que se decidié
seleccionar una uUnica ventana para los dos contrastes de grupo, para lo cual se repitié el PLS
comparando controles y DCLa. Las diferencias de grupo fueron significativas entre 13-17 Hz y
250-750 ms (maximo estadistico en 15,75 Hz a los 516 ms). Dado que las diferencias al
comparar con la linea base comenzaron a ser evidentes a partir de los 400 ms, las fuentes
generadoras fueron estimadas entre 400-900 ms. También se estimaron los generadores para
el componente 13,5 Hz, porque ademas de mostrar diferencias de grupo en la codificacion
(Figura 12A) se correspondié con el maximo estadistico del contraste de la congruencia
(mayor desincronizacion de beta para las CC que para las Cl). Por simplicidad, aqui no
distinguiremos entre los resultados procedentes de estos dos componentes de frecuencia (i.e.,
15,75 Hz y 13,5 Hz) y ambos se englobaran bajo el término beta. Durante la recuperacion, las
fuentes generadoras se estimaron en las siguientes ventanas espectro-temporales: i) theta (4
Hz) en el intervalo 200-700 ms; ii) alfa (8,5 Hz) en el intervalo 500-1000 ms, vy iii) beta (13,5 Hz)

en el intervalo 500-1000 ms.
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Tabla 5. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa

£4") durante la codificacion.

Tiempo

Region cortical BA X y z truente (ms) ttiempo p
Beta (desincronizacion)
Control > DCLa ¢4
Peuster e < 0,002
D Giro frontal superior 20 27 43 -3,2 468-780 -4,1/-2,4 0,0002-0,02
D Giro frontal medio 25 27 48 -3,2 0-1000 -4,6/-2,8 0,004-0,005
D Cingulado anterior 32 10 32 28 -3,3 364-1000 -3,8/-2,2 0,004-0,01
Control > DCLa 4"
Peuster e < 0,002
D Giro frontal medio 9/6/8 40 47 28 -34 260-1000 -4,1/-2,6 0,0002-0,02
D Giro frontal inferior 47/46 55 22 -12  -2,9 468-1000 -3,4/-2,3 0,001-0,02
D Cingulado anterior 32 25 37 13 -2,9 364-1000 -3,4/-2,4 0,001-0,02
D insula 13 50 12 -7 -3,1 468-1000 -3,4/-2,4 0,001-0,02
D Giro temporal superior 22 55 7 -2 -2,9 468-1000 -3,4/-2,3 0,001-0,01
D Giro temporal medio 19 60 -63 18 -2,7 364-1000 -3,5/-2,4 0,001-0,02
D Giro temporal inferior 20 70 -33 -22 -3,1 468-780 -2,7/-2,4 0,01-0,02
D Giro occipital medio 18 50 -78 -7 -3,0 208-1000 -3,1/-2,6 0,003-0,03
Peuster e < 0,03
| Cingulado posterior 31 -10 -28 38 -0,8 468-780 -2,8/-2,4 0,006-0,02
| Preciineo 7/5 -10 -43 53 -0,8 468-728 -2,8/-2,4 0,007-0,02
Peuster e < 0,05
| Giro temporal medio 21 -60 -63 3 -1,1  52-988 -5,0/-26 10°-0,01
| Giro temporal inferior 37 -65 -58 -7 -1,0 208-988 -46/-2,2 0,0005-0,03
20 -65 -23 -22 -0,9 520-988 -2,8/-2,3 0,007-0,02

Nota: La direccion del contraste indica que el primer grupo mostré una desincronizacién de alfa/beta de mayor
magnitud que el segundo grupo. BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D = derecho; tuene = estadistico t a nivel de
fuentes generadoras; tiempo = rango de estadisticos t en el dominio del tiempo; p = rango de valores p en el dominio del
tiempo tras corregir por multiples comparaciones.

Las Figuras 12B y 13C muestran la distribucién topografica de las diferencias de grupo a nivel

de fuentes generadoras para cada uno de los componentes de frecuencia en las fases de

codificacién y recuperacion, respectivamente. La informacion sobre los cluster significativos

para cada contraste se muestra en las Tablas 5 (codificacién) y 6 (recuperacién). Estas tablas,

y otras similares que se mostraran mas adelante, incluyen el valor de p corregido por FWE para
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cada cluster significativo, las coordenadas de los maximos locales identificados dentro de cada
cluster, la regidn cortical y el area de Brodmann donde se localizaron dichos véxeles, y el valor
del estadistico maximo a nivel de generadores. En el presente trabajo, un cluster solo se
considero significativo si el mismo contraste también lo fue tras la reconstruccion temporal de la
sefal. Es por ello que las tablas incluyen ademas el intervalo temporal en el que las diferencias

fueron significativas tras la correccion por multiples comparaciones, el intervalo de los valores

del estadistico y el intervalo de los valores de p.

Tabla 6. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa

4") durante la recuperacion.

Region cortical BA X y Z  tuente Ti(emn;r))o ttiempo p
Theta (sincronia)
Control > DCLa ¢4
Peuster e < 0,03
| Giro frontal superior -25 7 73 2,3 668-980 2,4/2,2 0,01-0,02
| Giro frontal inferior -60 17 28 2,6 252980 3,3/2,1 0,002-0,04
47 -30 22 -12 2,7 408-980 3,0/2,5 0,004-0,01
45 -60 27 18 2,6 304-772 4,2/2,4 0,004-0,02
| Giro precentral 6 -60 2 43 3,2 148-772 2,8/2,4 0,006-0,02
| Giro postcentral 1 -55 -13 48 3,1 252-980 3,4/2,4 0,001-0,01
2 -60 -18 48 3,1 200-876 2,4/3,4 0,001-0,03
3 -55 -8 53 3,1 304-980 3,3/2,6 0,002-0,02
| Lébulo parietal inferior 40 -55 -28 33 38 96-720 4,2/2,3 0,001-0,02
| Giro lingual 18 0 -103 -2 2,4  44-564 34/2,4 0,001-0,02
| Giro temporal medio 21 -70 -28 -7 3,2 148-980 3,7/2,3 0,001-0,01
D Giro precentral 44 65 7 3 3,1 252-772 3,4/2,2 0,001-0,03
D Cuneo 17 15 -83 13 2,1 304460 2,4/23 0,01-0,02
D Giro occipital medio 18 40 -88 18 2,6 96-980 34/25 0,001-0,01
D Giro temporal superior 38 60 12 -22 2,3 252-876 2,9/2,3 0,006-0,02
D Giro temporal medio 21 50 -8 -12 3,4 200-980 4,0/2,2 0,001-0,03
D Giro fusiforme 37 45 -63 -7 25 200-512 2,9/2,4 0,006-0,02
D Giro parahipocampal 36 35 -33 -22 3,1 96-616 3,3/2,2 0,002-0,03
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Control > DCLa 4"
Peuster e < 0,01

| Lébulo parietal inferior

| Giro temporal transverso

| Giro temporal superior
Beta (desincronizacion)
Control > DCLa 4"
Peuster e < 0,001

D Giro frontal superior
Peuster e < 0,01

| Giro temporal superior

| Giro temporal transverso

| Giro temporal medio
Peuster e < 0,02

| Lébulo parietal inferior

Alfa (desincronizacion)
DCLa ¢4 >DCLac4”
Peuster e < 0,006

| Giro frontal superior

| Giro frontal inferior

| Giro frontal medio

| Giro frontal medial

| Giro cingulado posterior
| Giro temporal superior

| Giro temporal medio

| Giro temporal inferior

D Giro cingulado anterior
D Lébulo parietal superior
D Lébulo parietal inferior

D Precuneo

D Cuneo

D Giro occipital medio

D Giro angular

D Giro fusiforme

40
42
41

22
42
21

40

6
45
6
9
10
29
38
21
19
24
7
40
7
18
18
39
20

45

38

68

-17

53

68
-2
63
33
-17
13
-17
-2
3
33
68
43
63
8
18
38
-22

27
23
27

-1,0

-1,0
-1,0
-0,9

4.2
2,7
4,1
-3,1
-3,0
2.8
3,7
4,1
4,0
2,6
2.8
2,7
2,6
2,6
2,9
2.8
-3,0

252-980
252-980
252-980

512-980

460-980
460-980
356-980

356-980

304-980
44-980

305-980
408-980
44-980

356-980
460-980
460-980
356-980
44-980

512-980
616-980
720-772
304-980
356-980
356-980
148-980

3,7/2,5
3,1/23
4,7/12,4

-4,1/-2,5

-4,0/-2,5
-3,6/-2,7
-3,3/-2,5

-3,9/-2,3

-5,0/-2,4
-3,7/-2,8
-46/-2,6
-3,8/-2,7
-3,5/-2,7
-3,5/-2,6
-4,2/-2,9
-5,2/-2,4
-4,4/-2,6
-3,4/-2,8
-3,3/-2,3
-24/-2,4
-26/-2,4
-3,3/-2,4
-4,4/-2,6
-4,0/-2,5
-3,9/-2,3

0,001-0,01
0,003-0,03
10™-0,02

0,001-0,01

0,001-0,01
0,001-0,01
0,002-0,01

0,001-0,02

10-0,02
0,001-0,004
10™-0,01
0,001-0,01
0,001-0,01
0,001-0,01
0,001-0,007
10°-0,02
10™-0,01
0,001-0,009
0,002-0,01
0,02-0,01
0,01-0,02
0,002-0,02
10™-0,01
0,001-0,01
0,001-0,03

Nota: La direccién del contraste indica que el primer grupo mostrd una sincronizacion de theta o una desincronizaciéon
de alfa/beta de mayor magnitud que el segundo grupo. BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D = derecho; tuente =
estadistico t a nivel de fuentes generadoras; fi.mpo = rango de estadisticos t en el dominio del tiempo; p = rango de
valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples comparaciones.
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En linea con los resultados obtenidos a nivel de sensor, el efecto principal de la congruencia
fue significativo en todas las bandas de frecuencia, observandose una mayor sincronizacién de
theta y una mayor desincronizacion de alfa/beta durante la codificacion y recuperacion de las
CC respecto a las Cl. Este efecto mostré una diferente distribucion topografica en cada grupo
en el rango de beta, tanto en la fase de codificacion como en la de recuperacion. Durante la
codificacién, la mayor desincronizacion de beta ante las CC se localiz6é en regiones del I6bulo
temporal inferior en el grupo control, en areas del I6bulo parietal, occipital y temporal medial en
los DCLa €4 y en regiones prefrontales en los DCLa €4°. Durante la recuperacion, la
distribucion topogréafica del efecto de la congruencia difirié ligeramente. Mientras que los
controles mostraron una mayor disminucién de beta en regiones parietales, los DCLa €4" lo
hicieron en areas temporo-parietales. Por el contrario, los DCLa £4* mostraron una mayor
desincronizacién de beta para las CC que para las Cl en regiones del giro cingulado anterior y
giro temporal inferior. Es importante destacar que aunque esta actividad EEG oscilatoria
correlaciond con la memoria para las CC en cada uno de los grupos, en ningun caso se
encontraron diferencias de grupo al comparar sus coeficientes de regresion. Con el objetivo de
reducir la extensién y complejidad de este apartado, se ha decidido omitir la estadistica
asociada a estos contrastes. No obstante, la parte relacionada con la codificacion puede

encontrarse en Prieto del Val et al. (2015; Anexo ).

4.2.3.2. Influencia del DCLa y del genotipo APOE4 sobre los correlatos EEG de la memoria

Una parte importante de los cambios observados en las oscilaciones EEG a nivel de sensor
contribuyd a explicar la varianza encontrada en los indices de memoria, concretamente en el
indice denominado d’ asociativa (Prieto del Val et al., 2015; Prieto del Val et al., en revision).
Dado que dichas correlaciones no supusieron la seleccion de ventanas espectro-temporales
diferentes a las identificadas para los efectos de grupo y congruencia, nos limitaremos a
informar los resultados obtenidos a nivel de fuentes en las diferentes frecuencias en las que se

estimaron los generadores.
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La Figura 14 muestra las regiones corticales relevantes para la codificacion y posterior
recuperacion en los controles. Durante la codificacién, los controles mostraron correlaciones
negativas significativas entre la desincronizacion en el rango de beta y la d’ asociativa en areas
laterales y mediales temporo-parieto-occipitales de ambos hemisferios (pcusterewe = 0,02)
(Figura 14A). Sin embargo, no hubo diferencias de grupo al comparar los coeficientes de
regresién. Durante la recuperacion, la ejecucion en la tarea de memoria en los controles
correlaciond positivamente con los cambios de theta en regiones fronto-parieto-occipitales
(Figura 14B). En este caso, si se encontraron diferencias significativas al comparar los
coeficientes de regresion con los DCLa (pcuster e = 0,001), concretamente en el I6bulo parietal
posterior inferior (BA 40; coordenadas: [-35 -38 48]; tiuene = 3,0; intervalo temporal = 44-720 ms;
tiempo = 2,0-2,9; Priempo = 0,003-0,02) y en areas postcentrales del hemisferio izquierdo (BA 2;
coordenadas: [-50 -23 58]; tiuente = 2,8; intervalo temporal = 44-1000 ms; tiempo = 2,2-3,3; Ptiempo =
0,0004-0,01).

Las Figuras 15 y 16 muestran la distribucién topografica de las diferencias de grupo en los
coeficientes de regresioén resultantes de correlacionar los cambios en las oscilaciones EEG con
la d’ asociativa durante la codificacion y recuperacion, asi como los graficos de dispersion que
ilustran las pendientes de regresion de cada grupo para un voxel representativo en uno de los
clusters significativos. Durante la codificaciéon, la varianza en la memoria asociativa que
mostraron los DCLa €4 se explico en gran medida por la desincronizacion de alfa en regiones
temporo-parietales y por la desincronizacion de beta en areas parieto-occipitales, llegando a
ser ambas asociaciones significativamente mas fuertes que en los controles. Las regiones

donde este contraste fue significativo se muestran en la Tabla 7.
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A CODIFICACION B RECUPERACION
Relacién entre beta Relacién entre theta
y d’ asociativa en controles y d’ asociativa en controles

r-Spearman
-_—
0 -0,6

t-Student
3

Figura 14. Correlatos EEG de la memoria asociativa en los controles. A) Distribucion topografica de
las correlaciones negativas entre la potencia de beta a nivel de fuentes generadoras y la d’ asociativa
durante la codificacion en los controles (resultados corregidos por multiples comparaciones). B)
Distribucion topografica de las correlaciones negativas entre la potencia de theta a nivel de fuentes
generadoras y la d’ asociativa durante la codificacion en los controles (resultados corregidos por
multiples comparaciones). En el panel inferior se muestra la distribucién topografica de las diferencias en
los coeficientes de regresion al comparar los controles con los DCLa durante la recuperacion. El color
naranja indica que el grupo control mostré una correlacion positiva entre la potencia de theta y la d’
asociativa de mayor magnitud que los DCLa (resultados corregidos por multiples comparaciones). | =
izquierdo; D = derecho.
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CODIFICACION
Diferencias de grupo en los coeficientes de regresion

Alfa
Control > DClLa ¢4~

R?2=047"
R?=0,01

Residuos d'asociativa
o

5 0 5 10
Residuos potencia nommalizada

£Q &9

Giro parahipocampal
izquierdo

Beta
Control > DClLa €4~

t-alfa/beta
[ —

3,6 D

Cingulado posterior
derecho

S 2 e Control
‘§“ ] e DClaed”
M
5 0
g -1 R? = 0,66
? R2=0,05
x 2 y

10 -5 0 5 10 15
Residuos potencia normalizada

Figura 15. Diferencias de grupo (controles, DCL €4) en los correlatos EEG de la memoria

asociativa durante la codificacién. Panel superior. Distribucidn topografica de las diferencias de grupo
en los coeficientes de regresion a nivel de fuentes generadoras de alfa y beta durante la codificacion
(resultados corregidos por multiples comparaciones). El color naranja indica que el grupo control mostré
una correlacion negativa entre la potencia de alfa/beta y la d’ asociativa de mayor magnitud que los

DCLa ¢4". Para mas informacion sobre este contraste ver Tabla 7. Panel inferior. Graficos de dispersion

para cada grupo (control y DCL €4°) en el voxel que mostré el estadistico maximo en uno de los clusters

significativos obtenidos al evaluar la relacion entre los residuos de la potencia normalizada de alfa (o
beta) y los residuos de la d’ asociativa una vez eliminados los efectos de la edad. **p < 0,005; ***p <

0,001. | = izquierdo; D = derecho.
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Tabla 7. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa
£4") en los coeficientes de regresion resultantes de correlacionar la desincronizacion
en alfa y beta durante la codificacion con la d’ asociativa.

Tiempo

Region cortical BA X y Z  truente (ms)

ttiempo P

Alfa (desincronizacion)
Control < DCLa ¢4
PclusterFWE< O|02

| Giro frontal superior -15 17 68 4,2 304-980 5,0/2,4 0,0001-0,02

0 62 23 1,9 884-1000 3,3/2,5 0,0005-0,006
12 63 2,6 728-1000 2,7/2,4 0,003-0,008
-25 -18 63 25 521000 2,6/1,8 0,004-0,04
25 -23 68 25 156-1000 26/1,8 0,004-0,036

| Giro frontal medio

| Giro precentral

w A O © O
1
w
a

| Giro postcentral

PclusterFWE< O|01
| Giro supramarginal 40 -65  -43 33 3,0 5721000 3,3/2,5 0,0005-0,006
| Giro parahippocampal 19/34 -40 -43 3 24 676-1000 2,4/2,1 0,008-0,01

Beta (desincronizacion)
Control < DCLa ¢4
PclusterFWE< O|OO1

| Cuneo 3019 O -73 13 3,2 364-1000 3,4/24 0,0004-0,002
| Giro angular 39 45 -73 28 33 676-1000 3,1/2,5 0,0009-0,005
| Giro occipital medio 19 -30 -88 18 4,4 520-1000 2,7/2,3 0,003-0,01

D Giro cingulado posterior 30 5 -68 13 3,1 364-1000 3,4/2,3 0,0003-0,01
D Precuneo 7 30 -78 53 26 520-832 29/23 0,001-0,01

D Cuneo 19 30 -88 38 2,7 7281000 3,1/2,9 0,0009-0,002

Nota: La relacion entre la desincronizacion de alfa/beta y la d’ asociativa no solo fue significativa en el grupo con DCLa
¢4 sino que ademas fue significativamente mas fuerte que en el grupo control. BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D
= derecho; twene = estadistico t a nivel de fuentes generadoras; ti.mpo = rango de estadisticos t en el dominio del tiempo;
p = rango de valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples comparaciones.

Durante la recuperacion, los DCLa €4° mostraron una asociacion mas fuerte con la memoria
que los controles en theta, alfa y beta. La memoria en este grupo se relacion6 con incrementos
de theta en regiones fronto-temporales, y con decrementos de alfa y beta en regiones parieto-
temporales. Las distribuciones topograficas, aunque mas extensas en beta (Figura 16), fueron
similares en ambas frecuencias, por lo que nos referiremos a ellas como alfa/beta. Ademas, los

DCLa £4” mostraron una asociacion mas fuerte que los DCLa ¢4" entre la potencia de theta y la
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memoria en regiones parieto-temporales del hemisferio izquierdo y en regiones frontales del

derecho. Los resultados se muestran en la Figura 16 y en las Tablas 8 y 9.

RECUPERACION
Diferencias de grupo en los coeficientes de regresion
Theta Theta Alfa/beta
Control < DCLa ¢4~ DCLa¢4™>DClLa g4t Control > DCLa ¢4~

t-theta
0 36 | 0 36 D
Giro temporal superior Lébulo parietal inferior Lobulo parietal inferior
izquierdo izquierdo izquierdo
_‘é 2 % 2 @ Control g 2 ° RZ=072"*
§ 1 § 1 e DClLa4” g 1 ™ R?=004
2 2 e DCLacd® 2
5 0 s 0 s 0
8 . g g .
i i i
o 2 @ 2 @ 2
3240123 3210123 75311357
Residuos potencia nomalizada Residuos potencia normalizada Residuos potencia hormalizada

Figura 16. Diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa ¢4’) en los correlatos EEG de la
memoria asociativa durante la recuperacion. Panel superior. Distribucion topografica de las
diferencias de grupo en los coeficientes de regresion a nivel de fuentes generadoras de theta y alfa/beta
durante la recuperacion (resultados corregidos por multiples comparaciones). El color azul indica que el
grupo con DCLa ¢4 mostré una correlacion positiva entre la potencia de theta y la d’ asociativa de mayor
magnitud que los controles. El color naranja puede reflejar una correlacion positiva entre la potencia de
theta y la d’ asociativa de mayor magnitud en los DCLa ¢4 comparado con los DCLa &4” o una
correlacién negativa entre la potencia de alfa/beta y la d’ asociativa de mayor magnitud en los DCLa &4’
comparado con los controles. Para mas informacion sobre estos contrastes ver Tablas 8 y 9. Panel
inferior. Gréficos de dispersién para cada grupo en el voxel que mostré el estadistico maximo en uno de
los cluster significativos obtenidos al evaluar la relacion entre los residuos de la potencia normalizada de
theta o alfa/beta y los residuos de la d’ asociativa una vez eliminados los efectos de la edad. *p < 0,01
**p < 0,005; ***p < 0,001. | = izquierdo; D = derecho.

101



4.2. Correlatos cerebrales estructurales y funcionales de la memoria asociados al genotipo APOE4 en el DCLa

Es importante subrayar que los DCLa £4" también mostraron correlaciones entre la potencia de
alfa/beta y la memoria de mayor magnitud que los controles con una distribucion topografica
muy similar a la mostrada por los DCLa ¢4". Sin embargo, a diferencia de este ultimo grupo, la

correlacion no alcanzé la significacion estadistica en los DCLa £4".

Tabla 8. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa
e4") al correlacionar la sincronizacién de theta durante la recuperacion con la o’

asociativa.
Regién cortical BA X y Z  tente Tl(emrr;r))o ttiempo p
Control < DCLa ¢4
PclusterFWE< O|002
| Giro temporal superior 22 -65 -13 -2 -2,3 44-824 -25/-2,1 0,007-0,01
| Giro temporal medio 21 -70 -38 3 -1,7 44-148 -2,8/-2,3 0,002-0,009
PclusterFWE< O|OO6
D Giro frontal medio 9 30 42 13 -3,1 252-460 -2,7/-2,3 0,003-0,01
PclusterFWE< 0105
D Giro frontal inferior 47 45 22 12 -24 44-304 -3,3/-2,7 0,004-0,003
DCLae4 >DCLae4’
PclusterFWE< 0102
| Giro precentral 43 -55 -8 13 2,8 876-980 2,2/2,2 0,013-0,015
| insula 13 -50 -8 8 2,6 876-980 2,3/2,2 0,011-0,013
| Lébulo parietal inferior 40 -55 -33 28 3,6 512980 3,2/2,6 0,008-0,004
| Giro temporal medio 21 -70 -43 -12 3,2 252512 2,3/2,0 0,011-0,025
| Giro temporal transverso 42 -65 -8 8 3,2 304-616 2,6/2,0 0,005-0,021
| Giro temporal superior 42 -70 -23 8 29 252-876 3,0/2,6 0,001-0,005
PclusterFWE< O|03
D Giro frontal superior 9 45 52 23 2,8 252-512 2,3/2,0 0,011-0,025
D Giro frontal medio 6 35 22 58 2,7 356-616 2,3/2,1 0,009-0,016
D Giro precentral 6 55 -3 38 1,9 616-772 2,3/2,0 0,01-0,03
D Giro postcentral 40 65 -18 18 25 772928 2,7/2,6 0,003-0,004

Nota: La relacién entre la sincronizacion de theta durante la recuperacion y la d’ asociativa no solo fue significativa en el
grupo con DCLa €4 sino que ademas fue significativamente mas fuerte que en cualquiera de los otros dos grupos. BA
= area de Brodmann; | = izquierdo; D = derecho; tue.ne = estadistico t a nivel de fuentes generadoras; tiempo = rango de
estadisticos t en el dominio del tiempo; p = rango de valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples
comparaciones.
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Tabla 9. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (controles, DCL ¢4, DCLa
e4") al correlacionar la desincronizacion en alfa/beta durante la recuperacion con la o’
asociativa.

Tiempo

Region cortical BA X y Z  truente (ms)

tliempo p

Control < DCLa ¢4
Peuster e < 0,009

| Giro frontal superior -20 17 68 25 616-980 3,6/2,6 0,001-0,005
-45 -3 63 2,5 564-876 2,3/2,7 0,003-0,01
-65 2 13 24 512-980 3,1/2,4 0,001-0,008
-55 -18 38 29 616-980 29/24 0,001-0,008

43 -60 -3 13 24 720-980 2,2/2,0 0,014-0,02

| Giro precentral

| Giro postcentral

| Lébulo parietal inferior 40 -40 43 58 3,3 408-876 3,5/2,7 0,003

2 -45 -23 43 2,7 720-876 2,7/2,55 0,003-0,006
| Preciineo 19 25 -83 48 26 616-980 3,2/2,5 0,001-0,006
| Cuneo 19 -20 -88 43 2,7 616-980 3,1/2,7 0,001-0,004
| Giro occipital medio 37 -85 -73 8 3,1 668-928 3,3/2,6 0,001-0,004
| Giro temporal superior 22 -65 -53 13 2,2 96-980 3,1/2,5 0,001-0,006
| Giro temporal medio 21 -65 -58 8 24 44512 3,7/2,7 0,001-0,003

39 -60 -63 13 29 356-928 3,5/2,7 0,001-0,003
D Lébulo parietal superior 7 20 -53 73 2,8 512-980 3,4/2,1 0,001-0,01
D Giro postcentral 7 25 48 73 2,8 460-980 3,3/2,1 0,001-0,016
D Prectineo 7 20 -58 58 2,7 616-980 3,1/2,1 0,001-0,016

Nota: La relacion entre la desincronizacion de alfa/beta y la d’ asociativa no solo fue significativa en el grupo con DCLa
¢4’ sino que ademas fue significativamente mas fuerte que en el grupo control. BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D
= derecho; tuente = estadistico t a nivel de fuentes generadoras; tiempo = rango de estadisticos t en el dominio del tiempo;
p = rango de valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples comparaciones.

Los datos analizados hasta el momento ponen de manifiesto un déficit de la memoria
visuoespacial en los DCLa €4, que ni siquiera se ve atenuado por la congruencia semantica
del contexto en el que se codificé dicha memoria. Lo mas interesante es que ni los cambios
cerebrales estructurales ni los funcionales observados en estos pacientes contribuyeron a
explicar el déficit asociativo. De hecho, la memoria en los DCLa €4" correlacion6 con el
volumen del hipocampo derecho, pero la magnitud de esta relacidon no fue significativamente

diferente de la observada en los otros dos grupos.
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Sin embargo, estos mismos analisis situaron a los DCLa €4 en un plano diferente al de los
DCLa €4*. Para empezar, la disminucién de espesor cortical mostrada por los DCLa &4
respecto a los controles en areas del I6bulo temporal medial y polo temporal derecho emergio
como un predictor de la memoria capaz de distinguirlos de los controles, hecho que no ocurrié
en los DCLa €4". Por otra parte, durante la recuperacion, las oscilaciones theta del 16bulo
temporal izquierdo y de areas prefrontales derechas también fueron predictores de la memoria
en los DCLa €4". De hecho, la relacion entre estas oscilaciones y la memoria fue la Unica capaz
de diferenciar a este grupo de los controles y de los DCLa €4". Por ultimo, las oscilaciones
alfa/beta asociadas a la codificacion y posterior recuperaciéon también explicaron una parte
importante de la variabilidad observada en la memoria asociativa de los DCLa €4". De nuevo, la
relacion entre estas oscilaciones y la memoria permitié distinguir a este grupo de los controles
pero no de los DCLa €4". Todos estos resultados son coherentes con la hipotesis de partida
segun la cual solo los DCLa €4 serian capaces de reclutar recursos neurales adicionales para
mantener niveles de ejecucion en la tarea visuoespacial comparables a los controles. No
obstante, para poder afirmar que las diferencias observadas en los correlatos funcionales de la
memoria en los DCLa €4™ son un reflejo de la compensacién neural, estos deberian modular
(mediar) el impacto de la atrofia cerebral sobre la memoria en los DCLa €4" y no hacerlo en los
DCLa ¢4". Esta hipotesis fue evaluada en el presente trabajo mediante analisis de mediacion.
En concreto, nos centraremos en la fase de recuperacion, porque fue donde Unicamente se
identificaron correlatos EEG de la memoria capaces de distinguir a los DCLa €4 tanto de los

controles como de los DCLa €4".

4.2.4. Resultados derivados del analisis de mediaciéon durante Ia recuperacion

En primer lugar, se evalu6 de forma independiente en cada uno de los grupos si las regiones
corticales que mostraron diferencias de grupo (DCLa €4 > control y DCLa €4” > DCLa ¢4") al
correlacionar la potencia de las oscilaciones theta con la d’ asociativa actuaron como
mediadores de la relacion entre el espesor de la corteza temporal y la memoria asociativa.

Dichos analisis se realizaron a nivel de voxel sobre las regiones corticales (ver Figura 16,
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panel izquierdo) que mostraron resultados significativos en el contraste anterior tras corregir

por FWE (Wager et al., 2008; http://wagerlab.colorado.edu/tools).

La Figura 17 muestra las regiones corticales en las que el andlisis de mediacion fue
significativo (zonas amarillas sobre fondo azul). Esta figura muestra para el voxel que mostré el
maximo efecto de mediacién la siguiente informacion: i) los coeficientes estandarizados (y la
desviacioén estandar) para los efectos directos de X sobre M y de M sobre Y tras haber ajustado
el efecto de X; ii) los coeficientes correspondientes al efecto de la atrofia temporal sobre la
memoria antes (c¢) y después (c’) de incluir la variable mediadora (M); y iii) el coeficiente
correspondiente al efecto indirecto. Los niveles de sincronizacién de theta en regiones laterales

del I6bulo temporal izquierdo emergieron como mediadores en los DCLa €4".

'\9\‘* 0 73
Q (©
M p2 N
X Y
S
T p=0,065
‘4 r \ r
- ' c=0,54 (0,21)*
¢’=0,07 (0,21)
Efecto indirecto

p1*g2 = 0,46 (0,20)*

Figura 17. Papel mediador de las oscilaciones theta sobre la relacion entre el espesor de la
corteza temporal y la memoria en los DCLa ¢4. El modelo de mediacion simple incluye las
oscilaciones theta como mediador (M) de la relacion existente entre la reduccion de espesor cortical en el
[6bulo temporal (X) y la d’ asociativa en la prueba de memoria visuoespacial (Y). Se incluyen los
coeficientes estandarizados y las desviaciones estandar para el efecto total de X sobre Y (c), para cada
efecto directo (1, p2 y ¢’) y para el efecto indirecto (1*p2). Los efectos significativos se muestran en
rojo y los no significativos en negro. *p < 0,01 **p < 0,005; ***p < 0,001.
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La mediacién pudo confirmarse porque ademas del efecto indirecto significativo (B1*B2: 95%
intervalo de confianza (IC) = [0,1 0,9]), el resto de los coeficientes de regresion también
alcanzaron la significacion (31, B2, y c), lo que se tradujo en una atenuacién del impacto de la
atrofia temporal sobre la memoria (el coeficiente ¢’ no solo disminuyé con respecto al
coeficiente ¢ sino que ademas dejé de ser significativo). La mediacion no fue significativa ni en
los controles ni en los DCLa €4", ni tampoco en los DCLa €4” cuando la variable independiente

se intercambio por la variable mediadora.

Como ya se coment6é antes, recientemente se ha propuesto que la sincronizacién de theta
relacionada con la memoria podria reflejar la activacion del hipocampo y regiones corticales
adyacentes, mientras que la desincronizacion de alfa/beta seria un correlato de la activacion
neocortical (Hanslmayr et al., 2016). En concreto, se ha especulado con la idea de que la
sincronizacion de theta seria la responsable de coordinar la reactivacién de la memoria en
regiones neocorticales (e.g., Duzel et al., 2010; Nyhus & Curran, 2010) mediante la
desincronizacién de alfa/beta (Hanslmayr et al., 2012, 2016). En linea con esta hipdtesis,
nuestros resultados mostraron que el impacto de las oscilaciones theta sobre la memoria
estaba mediado por las oscilaciones alfa/beta. Tal como aparece en la Figura 18, la mediacién
de las oscilaciones alfa/beta fue significativa en regiones parieto-temporales a nivel bilateral
(p1*p2*p3: 95% IC = [0,1 0,6]). En esta ocasién, el coeficiente ¢’, aunque menor que el
coeficiente ¢, mantuvo su significacién tras ajustar el efecto de M, por lo que solo es posible

hablar de mediacién parcial.
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M

Alfa/beta

~,

0
%
B2 9)x
Y

X Memoria

p=0,065

c=0,77 (0,16)"**

¢’=0,51(0,19)*

Efecto indirecto
B1*B2 = 0,27 (0,11)*

Figura 18. Papel mediador de las oscilaciones alfa/beta sobre la relacion entre la potencia de las
oscilaciones theta y la memoria en los DCLa €4". El modelo de mediacién simple incluye las
oscilaciones alfa/beta como mediador (M) de la relacién entre los cambios en la potencia de theta en el
[6bulo temporal (X) y la d’ asociativa en la prueba de memoria visuoespacial (Y). Se incluyen los
coeficientes estandarizados y las desviaciones estandar para el efecto total de X sobre Y (c), para cada
efecto directo (B1, p2 y ¢’) y para el efecto indirecto (31*p2). Todos los efectos fueron significativos,
inclusive ¢’. *p < 0,01 **p < 0,005; ***p < 0,001.

Dado que la relacion entre el espesor cortical y la memoria estuvo mediada por las oscilaciones
theta, y dado que el efecto de estas oscilaciones sobre la memoria estuvo mediado por las
oscilaciones alfa/beta, nos planteamos evaluar si el impacto de la disminuciéon de espesor
cortical sobre la memoria estaba mediado por la relacién secuencial existente entre los
generadores de las oscilaciones theta y alfa/beta. EI modelo de mediacion secuencial incluy6
como primer mediador el voxel que mostré el maximo efecto indirecto en theta, y como
segundo mediador las regiones que fueron incluidas en la mediacion simple en alfa/beta. Como
se ilustra en la Figura 19, el analisis reveld coeficientes de regresion significativos para: i) el
efecto del espesor cortical sobre la potencia de las oscilaciones theta en regiones de la corteza
temporal, ii) el efecto de las oscilaciones theta sobre la potencia de las oscilaciones alfa/beta

en regiones parieto-temporales tras eliminar el efecto del espesor cortical, iii) el efecto de las
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oscilaciones alfa/beta sobre la memoria tras eliminar los efectos del espesor cortical y de las
oscilaciones theta, y iv) el efecto indirecto secuencial (B1*$3*p5: 95% IC = [0,03 0,9]). Este
ultimo efecto dejo de ser significativo cuando se intercambi6 el orden de los mediadores, y no

pudo replicarse ni en controles ni en DCLa €4".

M1 M2

Alfa/beta

~

045
0
M;
Y

Memoria

-0,86 (0,25)**
——
B3

0 ‘\9\“

Espesor
cortical

p = 0,065

c=0,54 (0,21)

¢’ =0,31(0,21)

Efecto indirecto
pB1*p3*pS = 0,25 (0,17)*

Figura 19. Modelo de mediacion secuencial doble. El modelo incluye las oscilaciones theta como
primer mediador (M1) y las oscilaciones alfa/beta como segundo mediador (M2) de la relacion entre el
espesor cortical en el I6bulo temporal (X) y la d’ asociativa en la prueba de memoria visuoespacial (Y).
Se incluyen los coeficientes estandarizados y las desviaciones estandar para el efecto total de X sobre Y
(c), para cada efecto directo (B1, B2, 3, p4, p5 y ¢’) y para el efecto indirecto (B1*f3*p5). Los efectos
significativos se muestran en rojo y los no significativos en negro. *p < 0,01 **p < 0,005; ***p < 0,001.

Por ultimo, dado que el volumen del hipocampo correlaciond con las oscilaciones alfa en el
grupo con DCLa €47, y dado que los coeficientes de regresion no difirieron de los encontrados
en los DCLa €4°, decidimos evaluar si la naturaleza de esta relacion diferia entre ambos grupos.
Como se ilustra en la Figura 20, los resultados mostraron un efecto indirecto cuadruple
significativo solo en los DCLa €4™ (95% IC = [0,002 0,7]). Dicha figura también muestra los
coeficientes obtenidos en los DCLa €4 con el objetivo de comparar las principales diferencias

entre ambos grupos. Estos resultados sugieren que la naturaleza de la relacion existente entre
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el hipocampo y la memoria depende del genotipo APOE4. En el caso de los DCLa €4 la
relacion fue directa, como se deriva de los siguientes tres hechos: i) el efecto significativo de X
sobre Y, ii) el efecto directo de X sobre Y que continué siendo significativo tras ajustar la
relacion por los efectos de M1 y M2, y iii) el efecto indirecto secuencial, que no alcanzé la
significacion estadistica. En el caso de los DCLa €4, la relacion entre el hipocampo y la
memoria estuvo mediada por el grado de atrofia en otras regiones del I6bulo temporal, lo cual
determiné a su vez la activacion de diferentes areas corticales a través de las oscilaciones
theta y alfa/beta. Este hallazgo viene avalado por el hecho de que ni el efecto total ni el efecto
directo de X sobre Y, tras ajustar por los dos mediadores, alcanzaron la significacion

estadistica, mientras que el efecto indirecto cuadruple si fue significativo.

Espesor Alfa/beta
cortical relacién con d’

Theta
relacion con d’

0,54 (0,26)* -0,89 (0,26)**

— —

0,25 (0,28) 0,08 (0,26)

Control > DCLa ¢4~ Control < DCLa ¢4~ Control < DCLa ¢4~
Hipocampo derecho & Control Memoria
T x10¢ p=0,0002 Efecto total ® DCla e4” Efecto total p=0,001
£ 23 0,23 (0,24) ® DCla ¢4t 0,70 (0,19)**
§ 2 s
g Efecto directo Efecto directo E
5§19 -0,25 (0,19) 0,46 (0,21)* o
c £ 05
17 o Y,

é ' Efecto indirecto Efecto indirecto | =
315 cuadruple cuadruple 0
- 0,13 (0,14)* -0,003 (0,02)

V. INDEPENDIENTE

V. DEPENDIENTE

Figura 20. Modelo de mediacion secuencial triple. El modelo incluye la reduccién de espesor cortical
del I6bulo temporal como primer mediador (M1), las oscilaciones theta como segundo mediador (M2) y
las oscilaciones alfa/beta como tercer mediador (M3) de la relacion entre la atrofia del hipocampo (X) y la
d’ asociativa en la prueba de memoria visuoespacial (Y). Se incluyen los coeficientes estandarizados y
las desviaciones estandar para el efecto total de X sobre Y, para los principales efectos directos y para el
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efecto indirecto cuadruple. En rojo se muestran los coeficientes para el grupo con DCLa &4" y en azul
para el grupo con DCLa £4". Nétese que el efecto total de la atrofia del hipocampo sobre la memoria solo
fue significativo en los DCLa £4" mientras que el efecto indirecto cuadruple solo alcanzé la significacién
estadistica en los DCLa 4. *p < 0,01 **p < 0,005; ***p < 0,001.

4.3. Evaluacion de la capacidad de las oscilaciones EEG asociadas a la memoria
asociativa para predecir la progresion de DCLa a EA

De los 34 pacientes con DCLa, 16 fueron diagnosticados con EA transcurridos 2 afios (DCLa-c)
mientras que el resto permanecieron estables (DCLa-e). A continuacion se expondran los
resultados comportamentales derivados de la prueba de memoria visuoespacial y los
resultados derivados de la RM y de las oscilaciones EEG en el momento del reclutamiento,

cuando todos eran DCLa.

4.3.1. Resultados comportamentales

La Figura 21 muestra los resultados comportamentales de la prueba de memoria visuoespacial
para cada uno de los grupos evaluados. EI ANCOVA mostré un efecto principal del grupo (Fzss
= 10,8; p = 0,0001) debido a las peores puntuaciones obtenidas por los DCLa-c en
comparacion con los controles (p = 0,0001) y los DCLa-e (p = 0,001). Aunque el efecto principal
de la congruencia no fue significativo (p > 0,8), si hubo efecto de interaccion (Fis6=7,1; p =
0,002). Mientras que los controles (p = 4,8*10%) y los DCLa-e (p = 0,01) recordaron mejor las
CC que las ClI, los DCLa-c fueron incapaces de beneficiarse de la congruencia durante la

codificaicén. Ninguno de estos efectos fue significativo en lo que respecta a los TR.

Al contrario de lo que ocurrié en la prueba de reconocimiento visuoespacial, los DCLa-c
mostraron el mismo nivel de ejecucidn que el resto de los grupos en la prueba de congruencia
semantica. En la prueba de priming conceptual, los DCLa-c se beneficiaron de la congruencia

al mismo nivel que el resto de grupos, tal como se deriva del efecto principal de la congruencia
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para la d’ (Fis7 = 127,3; p < 107°) y TR (F157 = 26,4; p < 107°) y de la ausencia de efecto de

interaccion.
Reconocimiento visuoespacial
2,07 i 1600 1
5 167 ‘ 14001
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Figura 21. Diferencias en los indices de memoria tras comparar DCLa-e y DCLa-c. Medias y errores
estandar de la media de la d’ y de los TR para las caras congruentes (CC, barras negras) e
incongruentes (Cl, barras blancas) en cada uno de los grupos evaluados. ***p < 0,001; *p < 0,01.

4.3.2. Resultados derivados de los descriptores estructurales de la RM cerebral

La Figura 22 muestra las diferencias de grupo en el volumen normalizado del hipocampo y
amigdala en cada hemisferio. EI ANCOVA mostré un efecto principal del grupo para el
hipocampo (F2s: = 11,4; p = 7,5*10°) y la amigdala (F254 = 9,6; p = 2,8*10™). Los analisis post
hoc confirmaron que el volumen de ambas estructuras fue significativamente mayor en los
controles que en cualquiera de los subgrupos con DCLa (0,0001 < p < 0,05). En el caso
particular de la amigdala, los DCLa-e mostraron también un volumen mayor que los DCLa-c (p

= 0,029).

111



4.3. Evaluacion de la capacidad de las oscilaciones EEG asociadas a la memoria asociativa para predecir la progresion de
DCLaaEA

Hipocampo Amigdala
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Figura 22. Diferencias en el volumen de las estructuras del l16bulo temporal medial tras comparar
DCLa-e y DCLa-c. Medias y errores estandar de la media del volumen normalizado del hipocampo y la
amigdala en el hemisferio izquierdo (HI, barras negras) y derecho (HD, barras blancas) en cada uno de
los grupos. ***Ppost-noc < 0,001; **Ppostnoc < 0,01; *Ppost-noc < 0,05.

Los cambios observados en el volumen del hipocampo y la amigdala explicaron la variabilidad
en el indice d’ asociativa (0,44 < 8 < 0,51; 10° < p < 10™). Cabe destacar que la significacion
estadistica de esta relacion desaparecio tras eliminar de los andlisis al grupo con DCLa-c. Este
resultado sugiere que el impacto de la atrofia del I6bulo temporal medial sobre la memoria
comienza a ser especialmente evidente cuando el dafio alcanza un determinado umbral. No
obstante, y quizas por el reducido tamafio de la muestra, la relacion entre estas dos variables

no llegd a ser significativa en ninguno de los grupos, ni siquiera en el grupo DCLa-c.

4.3.3. Resultados derivados de los cambios en los correlatos EEG de la memoria
asociativa

Uno de los principales objetivos del presente trabajo fue evaluar la capacidad de las

oscilaciones EEG asociadas a la codificacién y recuperacion de la memoria asociativa para

predecir la conversion a EA en pacientes con DCLa. Por tanto, se otorgara especial atencion a

las diferencias de grupo (DCLa-e # DCLa-c) que afectaron a las oscilaciones EEG registradas

durante la prueba de congruencia semantica (codificacién) y la prueba de reconocimiento
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visuoespacial (recuperacién) para los eventos que fueron correctamente recordados. Las
comparaciones con respecto a los controles pueden consultarse en el articulo y Material

suplementario incluidos en el Anexo Il.

CODIFICACION RECUPERACION
A DCLa-e DCLa-c DClLa-e DCLa-c
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Figura 23. Diferencias en las oscilaciones EEG a nivel de sensor tras comparar DCLa-e y DCLa-c.
A) Representacion de la potencia normalizada (PN) en los dominios de tiempo y frecuencia promediada
en todos los electrodos para cada uno de los grupos (DCLa-e y DCLa-c) durante la codificacion y
posterior recuperaciéon. B) Representacion de la PN en los dominios de tiempo y frecuencia promediada
en todos los electrodos para las diferencias de grupo (DCLa-e — DCLa-c). Los electrodos que alcanzaron
la significacion estadistica aparecen en los mapas topograficos que muestran la distribucion espacial de
la sefial promediada en los intervalos espectro-temporales en los que se estimaron las fuentes
generadoras de las oscilaciones EEG. Nétese que dichas diferencias solo fueron evidentes en la fase de
recuperacion.

La Figura 23 muestra el curso temporal de las oscilaciones EEG durante la codificacion y

posterior recuperacion para los grupos DCLa-e y DCLa-c. Aunque los DCLa-e mostraron mayor

desincronizacion en el rango de alfa que los DCLa-c en ambas pruebas, las diferencias
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DClLa a EA

significativas solo fueron evidentes durante la recuperacion (8-12 Hz; 0-1000 ms; p = 0,04). No
obstante, como las diferencias respecto a la linea base alcanzaron la significacion entre 500 y
1000 ms en 8,5 Hz durante la codificacion y posterior recuperacion, se decidié estimar las

fuentes generadoras de las oscilaciones EEG en dicha ventana espectro-temporal en ambas

fases.
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Figura 24. Diferencias en las oscilaciones alfa a nivel de generadores tras comparar DCLa-e y
DCLa-c. A) Distribucion topografica de las diferencias de grupo para las fuentes generadoras de alfa
(estadisticos t corregidos por FWE). Para mas informacién sobre este contraste ver Tabla 10. B) Graficos
de dispersion para cada grupo en el voxel que mostro el estadistico maximo en uno de los cluster
significativos derivados de los contrastes de grupo. Se representa la relacion entre los residuos de la
potencia normalizada de alfa y los residuos de la d’ asociativa una vez eliminados los efectos de la edad.
Para mas informacion sobre este contraste ver Tabla 11.

izquierdo; D = derecho.
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4. Resultados

Tabla 10. Regiones corticales que mostraron diferencias de grupo (DCLa-e, DCLA-c) en la
desincronizacion de alfa durante la codificacién y posterior recuperacion.

Region cortical BA X y z t Ti(emrr;;))o Ttiempo p
CODIFICACION
DCLa-e > DCLa-c Pcuster rve < 0,02

| Giro temporal superior 22 -55 -43 13 -3,6  208-980 -4,2/-2,3 0,0002-0,03

| Giro temporal medio 20 -65 -48 -17 -3,6  0-980 -4.4/-2,3 0,001-0,02

| Lébulo parietal inferior 40 -65 -28 28 -3,5 208-980 -4,7/-2,4 0-0,02

| Giro postcentral 5 30 -33 73 -3,4 0-980 -4,3/-2,3 0,0002-0,03

D Giro postcentral 7 15 -53 78 -2,3 624-884 -24/-2,3 0,02

I Cingulado anterior 32 0 42 23 -3,3 468-980 -49/-2,5 0-0,02

| Giro frontal medio 46 -50 32 18 -3,3 0-980 -45/-21 0,0001-0,05

| Cingulado posterior 31 -10 -28 48 -3,2  0-980 -3,6/-2,7 0,001-0,02

D Cingulado posterior 23 5 -13 28 -2,7 0-980 -3,6/-2,9 0,001-0,006

| Giro precentral 4 25 -23 58 -3,0 312-980 -3,5/-2,2 0,002-0,04

D Giro frontal medial 9 10 47 28 -2,9 572-980 -49/-2,6 0-0,02

| Giro frontal medial 10 0 72 -2 -2,7 572-980 -3,3/-2,4 0,002-0,03

| Giro temporal transverso 42 -65 -13 8 -2,8  416-980 -3,2/-2,3 0,003-0,03

| Lébulo parietal superior 7 -20 -58 73 -2,2  520-980 -26/-24 0,01-0,02

RECUPERACION
DCLa-e > DCLa-c Pcuster rve < 0,03

| Giro temporal superior 22 -65 -48 23 -3,7 252-980 -4,88/-2,33 0-0,03

| Polo temporal 38 -55 7 -12 -3,0 356-980 -2,69/-2,21  0,01-0,03

D Precuneo 7119 5 -48 38 -3,6  252-980 -3,88/-2,53 0,0005-0,02

D Giro postcentral 3 50 -18 38 -3,1 252-876 -4,43/-2,37  0,0001-0,03

D Giro temporal medio 39 35 -58 28 -3,0 408-980 -3,26/-2,57 0,002-0,02

| Giro temporal medio 21 70 -48 12 -2,5 460-980 -2,81/-2,38 0,008-0,02

D Lébulo parietal superior 7 15 -68 68 -3,0 356-980 -3,48/-2,34  0,001-0,03

| Cingulado anterior 32 -10 32 43 -2,9 460-980 -3,19/-2,57  0,003-0,02

| Clneo 18/19 -15 -93 33 -2,5 460-928 -2,54/-2,39 0,01-0,02

I Insula 13 -45 17 13 -2,2 512-772 -2,45/-2,39 0,01-0,02

| Giro frontal superior 8 -15 47 48 -2,8  564-980 -2,69/-2,65 0,01

D Giro frontal superior 6 25 42 53 -2,5 512-928 -2,56/-2,37 0,01-0,02

| Giro frontal medial 9 0 42 28 -2,5 668-876 -2,61/-2,58 0,01

D Lébulo parietal inferior 40 65 -23 38 -2,7  356-980 -3,41/-2,23  0,001-0,04

D Giro occipital medio 19 55 -73 -7 -2,7 512-928 -3,39/-2,14  0,02-0,04

| Giro angular 39 -55  -63 38 -2,6 356-876 -3,88/-2,05 0,0005-0,02

D Giro supramarginal 40 65 -53 28 -2,3  408-980 -2,80/-2,30 0,009-0,02
Nota: BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D = derecho; tuene = estadistico t a nivel de fuentes generadoras; tiempo = rango de

estadisticos t en el dominio del tiempo; p = rango de valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples comparaciones.
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DClLa a EA

En linea con lo observado a nivel de sensor, los andlisis realizados sobre las fuentes
generadoras del EEG durante la codificacion y posterior recuperacion mostraron una
disminucion significativa de la desincronizacion de alfa en el grupo DCLa-c respecto al grupo
DCLa-e en muchas regiones heteromodales de la corteza cerebral. Estos resultados se
presentan en la Figura 24A y Tabla 10. La desincronizacion de alfa en regiones corticales
posteriores mostr6 ademas una relacion negativa con la memoria que unicamente alcanzé la

significacion en los DCLa-e. Estos resultados se muestran en la Tabla 11 y en los graficos de

dispersion de la Figura 23B.

Tabla 11. Regiones corticales en las que los DCLa-e mostraron una relacion significativa entre la
desincronizacion de alfa y la d’ asociativa durante la codificacion y posterior

recuperacion.
Region cortical BA X y z t Ti(emrr;;))o Ttiempo p
CODIFICACION
DCLa-e Pgiuster rwe < 0,005
| Giro supramarginal 40 -60 -48 33 -0,7 468-988 -0,5/-0,8 10™7-0,02
| Cingulado posterior 31 20 -43 38 -06 676-988 -0,5/-0,6 0,009-0,01
| Lébulo parietal inferior 40 65 -38 28 -06 52098 -05/-0,8 100,02
| Giro parahipocampal 28 20 -13 17 -0,6 572-988 _0,6/-0,7 0,003-0,01
| Giro temporal medio 39 40 58 23 -05 676936 -05/-06 0,01-0,03
RECUPERACION
DCLa-e Pciuster rve < 0,03
D Prectneo 7 20 63 53 -0,7 512-980 -0,6/-0,8 100,01
| Giro temporal superior 22 -65 -48 23 -0,7 408-980 -0,6/-0,8 107-0,01
D Giro temporal inferior 37 60 -48 -22 -0,7 512-980 -0,5/-0,8 107-0,02
D Giro fusiforme 37 60 -63 -12 -0,7 460-980 -0,5/-0,8 100,01
D Lobulo parietal suuperior 7 25 -53 68 -0,6 408-980 -0,6/-0,8 0,001-0,02
| Lébulo parietal inferior 40 65 -33 23 -0,6 304-980 -0,5/-0,7 0,001
D Cuneo 19 25 93 33 -0,6 564-980 -0,6/-0,8 0,001-0,01
Nota: BA = area de Brodmann; | = izquierdo; D = derecho; twene = estadistico t a nivel de fuentes generadoras; fiempo =

rango de estadisticos t en el dominio del tiempo; p = rango de valores p en el dominio del tiempo tras corregir por multiples

comparaciones.
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4.3.4. Prediccion de la conversion de DCLa a EA

Los analisis de regresion logistica arrojaron resultados significativos para la amigdala derecha
(X2 =9,2; p = 0,01) y para la sincronizacién de alfa en la corteza cingulada posterior izquierda
durante la codificacion (CCP, BA23 y BA31) (x*> = 14,2; p = 0,0002) y en el clineo/preclineo
izquierdo durante la recuperacion (BA17 y BA7) (x> = 11,4; p = 0,001). El modelo fue
igualmente significativo cuando el volumen de la amigdala derecha se introdujo junto con las
oscilaciones alfa en el cingulado posterior durante la codificacion (x> = 18,9; p = 0,0003) o junto
con la misma actividad en el cuneo/precuneo durante la recuperacion ()(2 =15,9; p = 0,001). La
Tabla 12 muestra los resultados pertenecientes a cada uno de estos modelos individuales y

combinados tras aplicar el procedimiento de validacion cruzada y el test de permutaciones.

Tabla 12. Valores predictivos de cada clasificador para la progresion a EA.

Clasificador AUC (95% IC) ACC%  SE% SP%
Amigdala 0,75 (0,52-0,89)* 77,5* 74,4 79,2
Alfac en cingulado posterior 0,80 (0,60-0,92)* 81,3 58,3 92,6
Alfar en cuneo 0,77 (0,57-0,90)* 79,6* 75,4 86,0
Amigdala + Alfac en cingulado posterior 0,82 (0,63-0,93)* 80,9* 77,7 82,2*
Amigdala + Alfar en clineo 0,78 (0,56-0,90)* 80,0* 63,6 86,1*

Nota: Alfac = potencia de las oscilaciones alfa durante la codificacion; Alfar = potencia de las oscilaciones
alfa durante la recuperacién; AUC = area bajo la curva; IC = intervalo de confianza; ACC = precision
general; SE = sensibilidad; SP = especificidad.

El test de Friedman puso de manifiesto las diferencias significativas entre los distintos modelos
para la precisién global (x? = 100,8; p < 10%°), AUC (x? = 123,4; p < 10?), sensibilidad (x? =
75,3; p < 10™) y especificidad (x®> = 76,5; p < 107°). La prueba de rangos con signos de
Wilcoxon confirmé la existencia de diferencias significativas entre casi todos los modelos
después de corregir por Bonferroni (p = 0,002). Aunque el volumen de la amigdala no supuso
un aumento significativo ni del area bajo la curva ni de la especificidad cuando se comparé con
las oscilaciones alfa en el cingulado posterior, la combinacion de ambos marcadores mejoré

significativamente la capacidad predictiva. De hecho, uUnicamente la contribucion de las
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oscilaciones alfa en el cingulado posterior (67,7%) alcanzé la significacién estadistica (95% IC
= [0,04 1690,8]) segun el analisis de pesos relativos. En dicho modelo, la contribucién de la
amigdala no logré superar el 24%. Durante la recuperacion, los resultados fueron similares. La
amigdala explicé el 26,7% de la varianza en la prediccién, mientras que la desincronizacion de
alfa en el cuneo del hemisferio izquierdo mostré una contribucion significativa del 61,1% (95%

IC =[0,02 114,5]).
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5. Discusion

5. DISCUSION

El funcionamiento de la corteza cerebral resulta de la cooperacién jerarquica y heterarquica de
numerosas poblaciones de neuronas. La comunicacion efectiva entre estas regiones se realiza
a través de complejos cbdigos neurales espacio-temporales que dan lugar a circuitos
funcionales responsables de fendbmenos tan complejos como la consciencia que tenemos de
nosotros mismos o la capacidad para predecir las intenciones de los demas (Frith & Frith, 1999;
Grezes et al., 2004). El estudio de los circuitos cerebrales que subyacen a la cognicion, y por
tanto, nuestro conocimiento acerca de cédmo el cerebro crea la mente, ha experimentado un
gran avance en las ultimas décadas gracias a las técnicas de neuroimagen, entre las que
también se incluyen el EEG vy, su contrapartida electromagnética, la MEG (Lopes da Silva,

1991).

Los registros EEG/MEG son sensibles a las alteraciones de los mecanismos de sincronizacién
neuronal que ocurren durante la progresion de la EA, incluso en las fases que preceden al
diagnéstico clinico de esta condicion neurodegenerativa (e.g., Babiloni et al., 2007; Cantero et
al., 2009a, 2009b; Lépez et al., 2014). El genotipo APOE4 no hace sino acentuar dichos
cambios (Cuesta et al.,, 2015a, 2015b; Gonzalez-Escamilla et al., 2015) a la vez que acelerar
tanto el deterioro cognitivo concomitante como la progresion hacia la EA (Xu et al., 2013).
Mientras que la mayoria de estos estudios han evaluado las alteraciones del EEG durante el
estado de reposo cerebral en diferentes fases de la EA, el presente trabajo de Tesis ha
evaluado si las alteraciones en las oscilaciones EEG presentes durante las fases prodromicas
de la EA estan ligadas a determinados procesos de memoria, y si dichas asociaciones, ademas
de verse afectadas por la presencia del APOE4 son capaces de predecir la progresion hacia la

EA.

El estudio ha arrojado dos resultados que merecen ser destacados. Por un lado, se ha

observado que los pacientes con DCLa muestran alteraciones en las oscilaciones EEG en el
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rango de theta, alfa y beta que, en ausencia del genotipo APOE4, condicionan el impacto que
pueda tener la pérdida de volumen del hipocampo sobre la memoria. Y por otro, se ha
encontrado que las oscilaciones alfa generadas en regiones parietales durante la codificacion y
posterior recuperacion son buenos predictores de la conversion de DCLa a EA, sobre todo
cuando se combinan con medidas de la integridad anatéomica de estructuras del I6bulo

temporal medial como la amigdala.

5.1. El déficit episédico en los DCLa £4" se asocia con la atrofia del 16bulo temporal
medial y con fallos en los mecanismos de compensacién neural

Los hallazgos del presente estudio vienen a confirmar resultados previos (Atienza et al.,
2011a). Los pacientes con DCLa &€4" presentaron un deterioro significativo de la memoria
asociativa imposible de contrarrestar mediante facilitacién semantica durante la codificacion.
Aunque los cambios estructurales y funcionales de la corteza cerebral explicaron parcialmente
la variabilidad observada durante la recuperacion, unicamente los correlatos cerebrales del
componente episoddico, pero no del componente semantico, permitieron distinguir a los
diferentes grupos. En particular, se observé que portar el genotipo APOE4 en las fases
prodromicas de la EA es determinante para entender la naturaleza de la relacion entre la atrofia
del hipocampo y el deterioro cognitivo subyacente. Mientras que la reduccién de volumen del
hipocampo en los DCLa €4" incidi6 directamente sobre la memoria episodica, en los DCLa €4
dicho impacto estuvo mediado por cambios estructurales y funcionales en areas heteromodales
de la corteza, principalmente en los l6bulos temporales y parietales. De hecho, solo los DCLa
€4” mostraron una mejora en la ejecucién de la tarea de memoria asociada a los patrones de
activacion en areas temporo-parietales reflejados por variaciones en la potencia espectral de
theta y alfa/beta. La fuerza de esta asociacion no solo fue significativamente mayor en los
DCLa €4 que en las personas mayores del grupo control, sino que ademas estuvo

condicionada en gran medida por la pérdida de integridad anatomica del I6bulo temporal.
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5.1.1. La facilitacion semadntica durante Ila codificacion no contrarresta el déficit
episédico en los DCLa £4*

Un hecho intuitivo, a la vez que ampliamente estudiado, es que cuando se presentan dos
elementos semanticamente relacionados, e.g., “‘LECHUGA” y “CEBOLLA", el recuerdo de la
asociacion se vuelve mas robusto y resistente al paso del tiempo (Shulman, 1974). Esta
facilitacion ("priming") también ocurre con elementos no relacionados siempre que el contexto
sea semanticamente congruente con alguno de ellos (Atienza et al., 2011b; Staresina et al.,
2009). Recientemente, se ha sugerido que la facilitacién semantica podria contribuir a acelerar
la integracion de la informacion con memorias pre-existentes (Packard et al., 2017). Los
resultados derivados del presente trabajo demuestran que los DCLa €4” no se benefician de la
facilitacion semantica durante la codificacion, lo que contribuye a agravar el deterioro de la

memoria asociativa que caracteriza a estos individuos.

Aunque se desconocen los procesos afectados, el genotipo APOE4 podria incidir de manera
selectiva sobre el almacenamiento del conocimiento semantico y/o el acceso a dicho
conocimiento. De hecho, el deterioro semantico viene determinado no sélo por el tipo de
conocimiento que se evalua sino también por la forma en la que se evalua. Por ejemplo, en los
experimentos previos realizados a tal efecto es habitual que los pacientes con DCLa deban
proporcionar informacién biografica sobre las personas famosas de forma verbal (Ahmed et al.,
2008; Barbeau et al., 2012; Estévez-Gonzalez et al., 2004; Joubert et al., 2010). Sin embargo,
en el presente estudio los participantes solo debian indicar si reconocian la relacion existente
entre la clave biografica y el personaje famoso (fase de estudio), si la cara se correspondia o
no con un personaje famoso (priming conceptual), y si la cara habia aparecido en una
localizacion particular o no (fase de memoria, reconocimiento visuoespacial). El hecho de que
los tres grupos (i.e., controles, DCLa €4 y DCLa €4") mostraran niveles de ejecucion
estadisticamente similares en la fase de estudio y en la tarea de priming conceptual sugiere

que tanto el conocimiento semantico como la capacidad para acceder al mismo de manera
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automatica estan preservados en los DCLa, independientemente de si son o no portadores del

genotipo APOE4.

Las diferencias entre los diferentes grupos solo fueron evidentes en la prueba de
reconocimiento visuoespacial. En concreto, los DCLa €4" presentaron mas dificultades que los
controles para identificar si un personaje famoso habia aparecido o no en una localizacién
cuando éste se codificd en condiciones de congruencia semantica. Por lo tanto, aunque los
DCLa £4" puedan acceder al conocimiento semantico de forma automatica, podrian tener
dificultades para elaborar nuevas asociaciones a partir de este conocimiento durante la
codificacién. De hecho, la capacidad para generar de forma espontanea estrategias cognitivas
que contribuyan a una mejor codificacion esta significativamente afectada en las fases
prodrémicas de la EA (Balardin et al., 2015; Ribeiro et al., 2007). Esta anomalia no es de
extrafar si tenemos en cuenta que las estrategias cognitivas dependen en gran medida de las
funciones ejecutivas (Taconnat et al., 2006), las cuales también estan afectadas en pacientes
con DCL (Clément et al., 2013), especialmente si son portadores del genotipo APOE4 (Seo et

al., 2016).

Los DCLa €4" también mostraron una menor desincronizacién en el rango de beta durante la
codificacién. En concreto presentaron una hipoactivacién en regiones frontales implicadas en
funciones ejecutivas (Levy & Wagner, 2011) asi como en en areas temporales y parieto-
occipitales esenciales para la representacién del conocimiento semantico (Binder & Desai,
2011; Binder et al., 2009; Patterson et al., 2007). De hecho, fue en estas ultimas regiones
donde se observé un incremento de activacion (indexado por un mayor nivel de
desincronizacién en beta) durante el procesamiento de las caras congruentes en aquellos
grupos que se beneficiaron de la congruencia semantica (i.e., controles y DCLa €4°). A pesar de
estas observaciones, no fue posible diferenciar a un grupo de otro en base a los correlatos
neurales del beneficio de la congruencia semantica, lo cual podria deberse al reducido tamafio
de la muestra y/o a la intrinseca heterogeneidad de la misma (i.e., controles con patologia

subyacente a la EA y/o DCLa €4 que no terminen desarrollando la EA). Aun asi, el presente
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estudio subraya la importancia de evaluar los componentes episodicos y semanticos de la
memoria asociativa de manera integrada. Si nuestros resultados se confirmaran en futuros
experimentos, seria importante incluir pruebas neuropsicolégicas que permitieran evaluar
ambos componentes de la memoria para corroborar el diagndstico del DCLa, ademas de
considerar su inclusion en el disefio de programas de entrenamiento cognitivo personalizados y

adaptados a cada genotipo.

5.1.2. Las alteraciones en las oscilaciones EEG inducidas por la patofisiologia asociada
al DCLa en relaciéon con la memoria estan condicionadas por el genotipo APOE4

Los dafos sinapticos en el hipocampo y la neocorteza constituyen uno de los eventos que
mejor explican el deterioro cognitivo durante los estadios mas incipientes de la EA (revisado en
Arendt, 2009). De hecho, la progresion de la pérdida sinaptica sigue el mismo patréon regional
que la degeneracion neurofibrilar (Braak & Braak, 1991). Aunque la relacién entre pérdida
sinaptica y la formacion de placas seniles no es tan consistente, la comunicacion neuronal se
ve profundamente afectada por la presencia de las formas oligdmericas solubles de A
(revisado en Palop & Mucke, 2010). Estos oligdmeros son 2,7 veces mas frecuentes en los
pacientes con EA homocigotos para el alelo €4 que en los homocigotos para el alelo €3 aun
cuando no haya diferencias en el numero de placas, confirmando que el genotipo APOE4
exacerba la produccion de oligémeros solubles de AR (Hashimoto ef al., 2012). Algunos autores
han sugerido que las disfunciones sinapticas de las interneuronas inhibitorias causadas por
estos oligdmeros podrian llegar a desestabilizar el patron de comunicacion neuronal
promoviendo una hiperexcitabilidad neuronal (Palop & Mucke, 2010), lo que explicaria que el
aumento de la potencia de theta en los DCLa €4" no se tradujera en una mejora en los indices

de memoria, hecho que si ocurrié en los otros dos grupos.

Las oscilaciones EEG son el reflejo de diferentes codigos neurales que favorecen la seleccion
de determinados inputs, la plasticidad sinaptica y la estabilizacion de la informacién en circuitos

corticales, debido fundamentalmente a la coordinacidon espacio-temporal entre diferentes
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asambleas de neuronas (Buzsaki & Draguhn, 2004). En linea con esta idea, estudios previos
han puesto de manifiesto que tanto la sincronizacidon neural en los rangos de theta y gamma
como la desincronizacion en los rangos de alfa/beta son mecanismos neurales que subyacen a
los procesos de formacion y recuperacion de la memoria (e.g., Klimesch et al., 1996; Nyhus &
Curran, 2010; Sederberg et al., 2006). El hecho de que la sincronizacion EEG sea un correlato
neural de la formacion de la memoria es coherente con la formulacion magistral de Donald
Hebb de que “las neuronas que disparan juntas, permaneceran conectadas” (Morris, 1999), por
lo que su interpretacién no genera demasiado conflicto. Sin embargo, que la desincronizacion
EEG también favorezca la formacion de la memoria parece a priori contradictorio y dificil de
interpretar. Una de las propuestas tedricas recientes basada en el concepto de entropia —en
nuestro contexto, la entropia hace referencia a la cantidad de informacién contenida en ciertas
frecuencias— postula que la respuesta asincrénica de diferentes poblaciones neuronales
permitiria codificar mayor cantidad de informacién que la respuesta poblacional sincrénica, que
es en esencia predecible y redundante (Hanslmayr et al., 2012, 2016). Como los eventos de la
memoria episddica son por definicion singulares, lo l6gico seria que cada evento de nuestras
vidas fuera registrado mediante un ‘cddigo’ unico. Asi, la localizacion espacial y las
caracteristicas perceptuales de cada una de las personas famosas incluidas en la tarea
estarian representadas por un patron neural concreto gracias al aumento de la
desincronizacion en alfa/beta. La menor desincronizacion observada en los DCLa 4" reflejaria
precisamente una pérdida de esta capacidad para codificar la singularidad de cada evento
episddico. Esta hipétesis se ve ademas reforzada por el hecho de que las alteraciones en las
oscilaciones alfa/beta que muestran estos pacientes se extendieron a regiones temporo-
occipitales, conocidas por participar de manera destacada en la identificacion de los elementos

perceptivos (Allison et al., 1999) y espaciales del evento episédico (Nunn et al., 1999).
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5.1.3. El genotipo APOE4 limita la capacidad para activar mecanismos compensatorios
en pacientes con DCLa

Cuando el cerebro se ve expuesto a un desafio, como ocurre durante el envejecimiento y/o las
fases tempranas de la EA, el desempefio cognitivo se vuelve mas dependiente de la reserva
neural, es decir, de recursos neuronales que, aun cuando estan disponibles, no se usan
habitualmente para ese fin. Estos recursos tratarian de compensar las discrepancias que
puedan producirse entre las demandas de procesamiento y la respuesta comportamental ante
dichas demandas como resultado de la patologia cerebral (e.g., Barulli & Stern, 2013). Aunque
la compensacion neural es viable en cualquier momento de la vida, ésta juega un papel
especialmente relevante en el envejecimiento. No obstante, si la patologia subyacente supera
un determinado umbral (Dennis & Cabeza, 2013; Dickerson et al., 2005) y/o se dafia
gravemente poblaciones de neuronas absolutamente necesarias para cumplir una funcion
determinada (Price & Friston, 2002; Tononi et al., 1999), la reorganizacién funcional deja de ser
efectiva y, por tanto, no es capaz de compensar el deterioro cognitivo asociado al dafo

cerebral.

Tanto en el envejecimiento normal como en la EA, el dafo cerebral puede afectar a la
eficiencia y capacidad de procesamiento (Prvulovic et al., 2005). En el caso que solo se viera
afectada la eficiencia de procesamiento, seria posible reclutar mas neuronas en una misma
region para cumplir con éxito la misma funcién, lo cual se traduciria en un aumento de la
activacion local. Sin embargo, si el dafio neural subyacente afectara ademas a la capacidad de
procesamiento, las demandas cognitivas solo podrian afrontarse reclutando poblaciones de
neuronas que no se hayan visto afectadas por ese dafo. En este caso, es habitual observar un
decremento de activaciéon en la region afectada por el dafio ademas de un incremento de
activacion en otras areas del cerebro que se mantienen mas o menos intactas. Ello explicaria
que diferentes estudios de neuroimagen realizados con DCL hayan mostrado tanto aumentos
(Celone et al., 2006; Clément & Belleville, 2010, 2012; Dickerson et al., 2004, 2005;

Hamalainen et al., 2007; Kircher et al., 2007; Woodard et al., 2009) como decrementos de
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activacion (Johnson et al., 2004, 2006; Machulda et al., 2003; Petrella et al., 2006; Ries et al.,
2006) en regiones cerebrales tipicamente afectadas por la EA que, sin embargo, son
determinantes para realizar determinadas tareas cognitivas. Mientras que el aumento de
activacion reflejaria una merma en la eficiencia del procesamiento, la disminucion pondria de

manifiesto una afectacién en la capacidad de procesamiento.

Sin embargo, para hablar de compensacion efectiva, tanto en el envejecimiento normal (Dennis
& Cabeza, 2013) como en el DCL (Scheller et al., 2014), los cambios en los niveles de
activacién, ya sean locales o distribuidos, deberian tener un correlato comportamental capaz de
cubrir las demandas de procesamiento. Desafortunadamente, la mayoria de los estudios que
han mostrado cambios en los niveles de activacién regional en el DCL no han evaluado si estos
cambios correlacionan con los niveles de ejecucion en la tarea (Celone et al., 2006; Clément &
Belleville, 2010, 2012; Mandzia et al., 2007; Woodward et al., 2009), y si lo han hecho no han
encontrado evidencias de dicha relacion (Dickerson et al., 2005). En este ultimo caso, se
considera compensacion tentativa pero no efectiva (Dennis & Cabeza, 2013; Scheller et al.,

2014).

En el presente estudio, los DCLa €4™ no mostraron incrementos de activacion cortical respecto
a los controles en ninguna banda de frecuencia. Sin embargo, los DCLa €4" mostraron una
asociacion mas fuerte que los controles entre la memoria y la potencia de las oscilaciones
alfa/beta durante la codificacion y posterior recuperacion de la memoria, que afecté sobre todo
a areas de asociacion perceptivas unimodales y heteromodales. En concreto se vio que el
reconocimiento visuoespacial de los DCLa €4 mejor6 cuanto menor fue la potencia de alfa/beta
en esas regiones (i.e., cuanto mayor fue el nivel de activacion). Durante la recuperacion, los
DCLa €4° también mostraron una correlaciéon mas fuerte entre la memoria asociativa y la
potencia de las oscilaciones theta en regiones heteromodales del I6bulo temporal y frontal, no

solo al compararlos con los controles sino también con los DCLa €4,

La interpretacion de estos resultados requiere prestar atencion a la distribucién topografica de

los correlatos de la memoria, sobre todo durante la recuperacion, tanto en el grupo control
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(Figura 13B) como en los DCLa €4 (Figura 15). Para empezar, ambos grupos mostraron
similitudes en los patrones de activacidn regional que se relacionaron con la memoria. La
principal diferencia radicé en la banda de frecuencia responsable del reclutamiento, theta en el
caso de los controles y alfa/beta en el caso de los DCLa. Dado que las demandas metabdlicas
de las oscilaciones rapidas son mayores que la de las oscilaciones mas lentas (Lord et al.,
2013), los resultados indican que el cumplimiento de las demandas cognitivas en los DCLa €4°
se ha realizado a costa de una disminucion en la eficiencia de procesamiento. Sin embargo, los
DCLa €4 también reclutaron areas mas amplias de la corteza para realizar adecuadamente la
tarea de memoria, lo cual podria significar una merma en la capacidad de procesamiento
(Prvulovic et al., 2005). En este caso, se esperaria que los DCLa €4° mostraran un déficit
funcional en las regiones activadas por los controles durante la fase de memoria. En linea con
esta hipotesis, los DCLa €4- presentaron una disminucion de potencia en el rango de theta en
el I6bulo parietal inferior izquierdo, una de las regiones que contribuyeron en mayor medida a

explicar el mejor rendimiento de los controles respecto a los DCLa (Figura 13B).

Tal como comentamos anteriormente, para referirnos a una compensacion neural efectiva es
muy importante que no existan diferencias significativas en la ejecucion de la tarea entre el
grupo que supuestamente esta utilizando los mecanismos compensatorios y el grupo control
(Friston & Price, 2003; Price & Friston, 1999). En el presente estudio, los DCLa €4™ aunque
mostraron una peor ejecuciéon en la tarea de memoria que los controles, no llegaron a diferir
significativamente. Solo los DCLa €4 mostraron niveles de ejecucion en la tarea de memoria
significativamente mas bajos que los controles, especialmente en relacion con los ensayos
congruentes. Cabe destacar que este grupo también mostré una correlacion positiva entre la
memoria para las caras congruentes y la potencia de beta en regiones frontales durante la
codificacién. Sin embargo, esta relacion no permitié distinguir a este grupo de los controles. No
obstante, estas no son las regiones que utilizaron los controles durante la codificacion de las
caras congruentes, por lo que el resultado seria una evidencia del reclutamiento de vias
alternativas a las utilizadas por los controles, probablemente debido a una merma en la

capacidad de procesamiento por parte de los DCLa €4".
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Efectivamente, las regiones temporales utilizadas por los controles durante la codificacion
exitosa de las caras congruentes mostraron una menor desincronizacion en el rango de beta y,
por tanto, un menor nivel de activacion en los DCLa €4*. Aun asi, no es posible interpretar esta
relacion en términos de mecanismo compensatorio efectivo. No solo porque hubo diferencias
significativas en la ejecucién de la tarea al comparar con los controles, sino porque los DCLa
€4" ni siquiera fueron capaces de beneficiarse de la congruencia semantica durante la tarea de
memoria visuoespacial. Por lo tanto, no se cumple una de las premisas basicas propuestas por
Price & Friston (2002) para poder afirmar que los DCLa €4 estan utilizando mecanismos
compensatorios efectivos. Mas bien, podria tratarse de un mecanismo compensatorio tentativo.
No obstante, para confirmar esta interpretacién seria necesario demostrar que la correlacién
entre las oscilaciones beta en regiones frontales y la memoria se va debilitando a medida que
aumentan las demandas de la tarea y que disminuye la integridad cerebral estructural y

funcional (Dennis & Cabeza, 2013).

En resumen, nuestros resultados sugieren que los DCLa €4  afrontan adecuadamente las
demandas de la tarea de memoria porque son capaces de reclutar mecanismos
compensatorios efectivos, a costa de perder eficiencia y capacidad de procesamiento. Sin
embargo, la compensacion neural deberia estar intimamente relacionada con el nivel de
integridad cerebral. Se esperaria que la capacidad para reclutar mecanismos compensatorios
fuera disminuyendo a medida que avanza la neuropatologia subyacente a la EA. Por lo tanto,
para afirmar que la relacion encontrada entre la memoria y las oscilaciones theta y alfa/beta
son un verdadero reflejo de compensacion neural, dichos mecanismos compensatorios
deberian actuar como mediadores de la relacion entre la atrofia cerebral y la memoria. Este

aspecto se discutira en el siguiente apartado.
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5.1.4. El genotipo APOE4 condiciona la relacién entre el volumen del hipocampo y la
memoria episddica en pacientes con DCLa

De acuerdo con estudios previos (e.g., Horinek et al., 2007; Klein-Koerkamp et al., 2014; Nickl-
Jockschat et al., 2012; Yang et al., 2012), los pacientes con DCLa mostraron una disminucion
de espesor cortical que fue especialmente evidente en areas laterales y mediales del I6bulo
temporal asi como en la insula y regiones prefrontales mediales. Este dafio cortical fue
independiente del genotipo APOE4, aunque los DCLa £4" mostraron una reduccion del espesor
cortical mas acentuada en regiones del cingulado anterior que los DCLa €4". Sin embargo,
estos cambios no guardaron relacion alguna con los niveles de ejecucion en la tarea de
memoria visuoespacial. Las diferencias cualitativas en los correlatos estructurales de la
memoria se circunscribieron al I6bulo temporal derecho. Mientras que el factor determinante de
la memoria en los DCLa €4" fue la atrofia del hipocampo, en los DCLa €4 lo fue la disminucién

de espesor en regiones corticales del I6bulo temporal medial y del polo temporal.

La relacion entre la atrofia del hipocampo y el deterioro de la memoria episodica en el DCL
(e.g., Chételat et al., 2003; Leube et al., 2008; Sanchez-Benavides et al., 2010; Schmidt-Wilcke
et al., 2009) asi como su capacidad para predecir la conversion a EA esta bien documentada
(e.g., Apostolova et al., 2006; Chételat et al., 2005; Whitwell et al., 2008). Por el contrario,
existe controversia en lo que respecta al papel del genotipo APOE4 en dicha relacién. Algunos
estudios encuentran que el APOE4 en el DCL agrava el deterioro de la memoria episédica
asociado a la atrofia del hipocampo (Troyer et al., 2012) mientras que otros no encuentran este
resultado (Atienza et al., 2011a; Morra et al., 2009). Es muy posible que esta controversia se
deba a que dichos efectos, de existir, se localicen en diferentes subestructuras del hipocampo,
cuya delimitacién anatémica requeriria de equipos de RM con una mayor intensidad del campo
magnético. De hecho, en un estudio en el que se evalu6 el volumen de las diferentes capas del
hipocampo utilizando un campo magnético de 7 Teslas, fue posible localizar el efecto del
APOE4 sobre el déficit episddico dependiente del hipocampo en CA1, tanto en pacientes con

DCL como en pacientes con EA (Kerchner et al., 2014).
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Independientemente de que el efecto del APOE4 pueda ser mas o menos focal, el presente
trabajo de Tesis ha puesto de manifiesto por primera vez que la naturaleza de la relacion
existente entre el volumen del hipocampo y la memoria episédica en el DCLa esta determinada
por dicho genotipo. En particular, nuestros resultados sugieren que los DCLa €47, aun cuando
presenten una reduccién del volumen del hipocampo, logran afrontar adecuadamente la tarea
de memoria reclutando mecanismos neurales compensatorios. En esta linea, los analisis de
mediacion realizados mostraron que algunas de las areas corticales reclutadas por los DCLa
€4” durante la recuperacion mediante las oscilaciones theta y alfa/beta actuaron como
mediadores de la relacién entre el volumen del hipocampo y la memoria, siempre y cuando
otras regiones del I6bulo temporal mantuvieran un cierto grado de integridad anatémica. Por el
contrario, el deterioro de la memoria episodica en los DCLa €4 mostré una estrecha asociacion
con el volumen del hipocampo, de tal manera que cualquier intento de reorganizacion funcional

neocortical no fue suficiente para amortiguar el impacto sobre la memoria.

El marco tedrico que sustenta los objetivos e hipdtesis de esta Tesis asume que los diferentes
mecanismos cerebrales que subyacen a la formacion de la memoria episddica requieren de la
interaccion entre el hipocampo y la neocorteza. Mientras que la neocorteza participaria en la
adquisicion gradual del conocimiento sobre el ambiente, el hipocampo seria el principal
responsable de la adquisicion rapida de los detalles que conforman las experiencias
individuales (McClelland et al., 1995; modelo actualizado en Kumaran et al., 2016). El
hipocampo por si solo no se bastaria para desarrollar esta labor dada sus limitaciones de
capacidad (Treves & Rolls, 1992), de ahi que dependa de la neocorteza para realizar
generalizaciones e incrementar su eficiencia. Desde el punto de vista neural, se ha sugerido
que estos procesos estarian indexados por mecanismos de sincronizacion en los rangos de
theta y gamma en el hipocampo, y de desincronizacion de alfa/beta en la neocorteza
(Hanslmayr et al., 2016). ¢ Cémo interpretar entonces los cambios observados en el rango de
theta en el lI6bulo temporal y en la corteza prefrontal en relacién con la memoria en el grupo

con DCLa €4™?
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Los incrementos de potencia de theta en regiones corticales se han interpretado como una
evidencia de la sincronizacién de fase entre esas regiones y otras relacionadas estructural y/o
funcionalmente (e.g., Fell & Axmacher, 2011; Jutras & Buffalo, 2010). En linea con esta
interpretacion, evidencias recientes han mostrado que tanto los aumentos como disminuciones
de potencia de theta en diferentes regiones de la neocorteza se acompafian de incrementos en
la sincronia de fase en este mismo rango de frecuencia entre regiones distantes de la corteza
(Burke et al., 2013), y que la sincronia de fase entre el hipocampo y la neocorteza es un
magnifico predictor de la memoria episddica (Foster et al., 2013; Fuentemilla et al., 2014). Por
lo tanto, el aumento de la relacién encontrada entre la memoria y la potencia de theta en areas
temporales y prefrontales en los DCLa €4 al compararlos con los controles podria estar
reflejando que el reconocimiento visuoespacial en estos pacientes requiere de una mayor
comunicacion entre estas regiones y el hipocampo. Desafortunadamente, la técnica del EEG
impide establecer si dichas relaciones se estan produciendo realmente. No obstante, el hecho
que la activacion del circuito fronto-temporal en el rango de theta fuera el que determinara el
reclutamiento de regiones corticales posteriores en el rango de alfa/beta y no al contrario,
sustenta la hipétesis de que theta esta reflejando la actividad del sistema hipocampal y
alfa/beta la actividad del sistema neocortical subsidiario. Ademas, esta hipotesis se ve
respaldada por otros dos hallazgos. Por un lado, los cambios en la potencia de theta que se
asociaron a la memoria en los DCLa €4 se localizaron en regiones heteromodales temporales y
frontales, las cuales mantienen conexiones tantos estructurales como funcionales con el
hipocampo (para una revision ver Preston & Eichenbaum, 2013), mientras que los cambios en
alfa/beta se localizaron en regiones de asociacién perceptivas. Y por otro, se encontré que los
cambios de potencia en theta mediaron la relacion entre la atrofia del I6bulo temporal y la
memoria, mientras que los cambios de potencia en alfa/beta solo mediaron la relacion entre la

potencia de theta y la memoria.

Nos parece importante subrayar que las diferencias en los correlatos neurales de la memoria
entre los DCLa portadores y no portadores del genotipo APOE4 se limitaron a las regiones

reclutadas a través de las oscilaciones theta. Dado que ambos grupos mostraron un nivel
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similar de atrofia del hipocampo, que los cambios en la potencia de theta asociados a la
memoria se acompafian de cambios en las relaciones de fase entre el hipocampo y la
neocorteza (Foster et al., 2013; Fuentemilla et al., 2014) y que el patron de conectividad
funcional del hipocampo esta modulado por el genotipo APOE4 tanto en mayores sanos como
en el DCL y la EA (Heise et al., 2014; Lu et al., 2017; Pasquini et al., 2015; Tahmasian et al.,
2015; Wang et al., 2006), pudiera ser que el fallo en los mecanismos de sincronia entre
hipocampo y neocorteza fuera el Ultimo responsable de que los DCLa £4" tuvieran dificultades
para reclutar areas en la neocorteza capaces de compensar el deterioro cognitivo asociado a la
atrofia del hipocampo. A continuacion se discutiran los mecanismos que potencialmente

podrian facilitar este efecto.

5.1.5. Mecanismos asociados al genotipo APOE4 que podrian dificultar/impedir el
reclutamiento de mecanismos neurales compensatorios efectivos en pacientes
con DCLa

Nuestros resultados mostraron que la presencia del genotipo APOE4 en pacientes con DCL no
se acompanoé de cambios notables en la estructura del hipocampo y/o de la neocorteza. Este
resultado es coherente con estudios previos que muestran que la capacidad del volumen del
hipocampo para distinguir a los controles de los DCL en estudios transversales es
independiente del APOE4 (Apostolova et al., 2014). Dado que la principal diferencia entre los
DCLa 4" y los DCLa €4 consistio en el efecto diferencial que ejercio la atrofia del hipocampo
sobre la memoria, nos preguntamos si el genotipo APOE4 desencadena fallos en los
mecanismos funcionales que actian en esta estructura del l6bulo temporal medial, y si dichos
fallos pudieran ser responsables de la incapacidad para reclutar mecanismos compensatorios a

nivel neocortical.

Estudios previos han mostrado que los ratones que portan el genotipo APOE4 humano activan
mecanismos colinérgicos en el hipocampo capaces de compensar los dafios incipientes que se
producen en la corteza entorrinal (Bott et al., 2016). Pero como discutiremos en el siguiente

apartado, es poco probable que este déficit por si solo pueda explicar la incapacidad de los
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DCLa €4 para reclutar mecanismos compensatorios corticales. Alternativamente, dicho déficit
podria estar asociado a la disminuciéon de conectividad funcional entre el hipocampo y la
neocorteza en los DCLa €4* (Heise et al., 2014; Lu et al., 2017; Pasquini et al., 2015;
Tahmasian et al., 2015; Wang et al., 2006) y/o a la pérdida de integridad de las conexiones
intracorticales cortas y/o haces de fibras largas que conectan regiones corticales distantes
como resultado del efecto nocivo que ejerce la acumulaciéon de AB sobre la microestructura de

la sustancia blanca (Bartzokis, 2011).

5.1.5.1. El genotipo APOE4 podria interferir con el reclutamiento de mecanismos colinérgicos

compensatorios en el hipocampo de pacientes con DCLa

Evidencias recientes muestran que el aumento dendritico y axonal de las neuronas colinérgicas
del giro dentado que se produce tras una lesion parcial de la corteza entorrinal es suficiente
para que los ratones puedan ejecutar adecuadamente una tarea de memoria espacial, incluso
antes de que se produzca la lenta reinervacién glutamatérgica (Bott ef al., 2016). Sin embargo,
el citado estudio también puso de manifiesto que este mecanismo compensatorio no funciona
en los ratones transgénicos que expresan el APOE4 humano. A pesar de estos resultados, es
poco probable que la ausencia de compensacién neural a nivel neocortical en los DCLa £4*
esté reflejando un déficit para reclutar mecanismos colinérgicos compensatorios en el giro
dentado. A continuacion se exponen los principales argumentos que nos llevan a esta

conclusion.

Los pacientes con DCLa presentan un incremento de colinacetiltransferasa (ChAT) tanto en el
hipocampo como en la corteza frontal (DeKosky et al., 2002) que podria ser un reflejo del
mecanismo compensatorio descrito por Bott ef al. (2016) ante la muerte neuronal que se
produce en la corteza entorrinal de estos pacientes (Kordower ef al., 2001). Esta interpretacion
es poco plausible, en primer lugar porque la muerte neuronal en la corteza entorrinal esta
fundamentalmente asociada a una reduccion de las proyecciones colinérgicas del prosencéfalo

basal (Mufson et al., 2008), fendmeno que parece ser independiente del genotipo APOE4
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(Tosun et al., 2011); y en segundo lugar, porque los incrementos de ChAT no necesariamente
tienen que tener un caracter compensatorio. Bott y colaboradores (2016) observaron que la
lesion parcial de la corteza entorrinal se acompafaba de hiperexcitabilidad neuronal en
regiones del giro dentado que recibian inervaciones colinérgicas, lo cual explicdé gran parte de
la variabilidad en la ejecucion de la tarea espacial. Aunque existen evidencias derivadas de
estudios con RMf que muestran incrementos de activacién del hipocampo asociados a la
ejecucion de una tarea de memoria en pacientes con DCL, que podrian ser causados por el
aumento de ChAT, dicho patrén de sobreactivacion parece mas bien reflejar disfunciones
sinapticas que conducen a un patron de hiperexcitabilidad neuronal asociado a la presencia de
AB (en forma de oligbmeros solubles o en agregados) que ser el resultado de un mecanismo
compensatorio efectivo (Huijbers et al., 2015; Miller et al., 2008; O’Brien et al., 2010; Putcha et
al., 2011). Ademas, trabajos recientes han puesto de manifiesto que el patron de
hiperactivacion del hipocampo es independiente del genotipo APOE4 en pacientes con DCLa
(Tran et al., 2017). Luego, no parece que el incremento de ChAT en el hipocampo de los DCL

€4” pueda explicar las diferencias de compensaciéon neural halladas en el presente estudio.

5.1.5.2. El genotipo APOE4 podria interferir con la conectividad cortico-cortical en pacientes
con DCLa

Para entender como el APOE4 podria interferir con el reclutamiento de mecanismos
neocorticales capaces de compensar el deterioro cognitivo producido por la atrofia del
hipocampo en pacientes con DCLa, se requiere tener en cuenta las alteraciones de la
sustancia blanca y de la mielina. Durante el envejecimiento se producen disfunciones en la
conduccién axonal asociadas a alteraciones de la mielina que podrian afectar a los
mecanismos neurales que subyacen a la formacién de la memoria, ya que cambios sutiles en
los tiempos de transmision nerviosa han mostrado tener un impacto negativo sobre las
propiedades espacio-temporales de las oscilaciones EEG (Pajevic et al., 2014). El cerebro
durante el envejecimiento trata de contrarrestar esta pérdida de mielina mediante la activacion

de procesos homeostaticos de reparacién que contribuyen en gran medida a la acumulacion de
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los elementos patofisiolégicos que caracterizan a la EA (Bartzokis, 2011). De hecho, las
alteraciones de la sustancia blanca, como la leucoaraiosis, pueden incluso producir patrones
aberrantes de actividad cerebral (Mascalchi et al., 2014) de la misma forma que ocurre con la

concentracion de oligémeros solubles de AB (Palop & Mucke, 2010).

Es posible, por tanto, que las alteraciones de conectividad entre el hipocampo y la neocorteza o
entre diferentes regiones corticales constituyan una via alternativa a través de la cual el APOE4
impediria el reclutamiento de mecanismos compensatorios en la neocorteza. En un estudio de
RMf realizado en condiciones de reposo cerebral en personas mayores cognitivamente
intactas, se observé que el hipocampo mostraba una disminucion de la conectividad funcional
con el cingulado posterior y con diferentes regiones de la corteza prefrontal en los que portaban
el genotipo APOE4, hecho que demostré afectar negativamente a la memoria. Lo interesante
es que esto ocurrié en ausencia de cambios en el volumen de la sustancia gris del propio
hipocampo (Li et al., 2014). Esta disminucion de la conectividad funcional parece no limitarse
al hipocampo y neocorteza. De hecho, el patréon de conectividad funcional entre regiones
neocorticales posteriores, relacionadas con la funcién visual, memoria episddica y memoria
semantica, esta igualmente alterado en personas mayores sanas portadoras del APOE4, y muy
especialmente en aquellas que ademas de portar este genotipo presentaban DCL (McKenna et
al., 2016). Este hallazgo casa bastante bien con los resultados del presente estudio. Es posible
que una reduccién de la conectividad funcional entre regiones corticales posteriores
importantes para la memoria en los DCLa €4 incapacitara a los DCLa £4" para reclutar estas
regiones durante la tarea de reconocimiento visuoespacial. Esta interpretacion recibe soporte
experimental de estudios relacionados con la pérdida de integridad de la sustancia blanca. De
hecho, los tractos de sustancia blanca estan claramente afectados en el DCLa, incluso cuando
no se produce pérdida de sustancia gris en el hipocampo (Zhuang et al., 2013). El hecho que el
genotipo APOE4 afecte a la integridad de la sustancia blanca desde edades muy tempranas
(Adluru et al., 2014; Heise et al., 2011) podria explicar que la disminucion de conectividad
funcional entre el hipocampo y la neocorteza se agrave en los DCL portadores del APOE4

(Heise et al., 2014; Lu et al., 2017; Pasquini et al., 2015; Tahmasian et al., 2015; Wang et al.,
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2006). Esto explicaria a su vez la dificultad para reclutar mecanismos corticales

compensatorios en este subgrupo de pacientes.

Uno de los resultados mas complejos de interpretar en el presente estudio es la relacion
hallada entre la potencia de theta en regiones laterales del I6bulo temporal y la memoria en los
DCLa €47, regiones en las que estos pacientes mostraron una disminucion significativa de la
potencia de theta en comparacioén con los controles. Estudios previos han confirmado que la
disminucion de activacion en determinadas regiones corticales puede verse acompafiada de
incrementos en la conectividad funcional con otras areas de la corteza (Burke et al., 2013). Por
ejemplo, Oh y Jagust (2013) compararon personas mayores cognitivamente normales que
presentaban una acumulacién cerebral de AB por encima de lo normal con otras que
presentaban una carga de AB mas baja, tanto mayores como jévenes. Aunque los mayores con
baja carga de AR mostraron una actividad reducida en regiones temporales y frontales durante
la codificacion en comparacion con los jévenes, también presentaron un incremento de la
conectividad funcional entre dichas regiones que correlaciond positivamente con la ejecucién
en la tarea de memoria. Por el contrario, estos resultados no se observaron en las personas
mayores que mostraban una alta carga de AP cerebral. Luego, parece obvio que la
acumulacién cerebral de A altera significativamente la conectividad funcional entre regiones
fronto-temporales durante la codificacion (Oh & Jagust, 2013). Si a esto le unimos que el
genotipo APOEA4 facilita la acumulacion de AB (Liu et al., 2013), y que los DCL que muestran
niveles elevados de AR cerebral presentan con mayor frecuencia el genotipo APOE4 y tienen
una peor memoria (Pike et al., 2007), es probable que la incapacidad para reclutar mecanismos
compensatorios que muestran los DCLa 4" pueda explicarse por el efecto pernicioso que tiene

la acumulacién de AB sobre la sustancia blanca (Collins-Praino et al., 2014).
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5.2. Las alteraciones de las oscilaciones alfa asociadas a la memoria y el volumen de la
amigdala predicen la progresiéon de DCLa a EA

El presente trabajo ha demostrado que la combinacién de biomarcadores obtenidos a partir de
imagenes de RM cerebral junto con biomarcadores derivados de la actividad EEG durante una
tarea de memoria predicen exitosamente la progresion de la EA en pacientes con DCLa. En
concreto, el volumen de la amigdala derecha junto con los cambios en la desincronizacion de
alfa en el cingulado posterior izquierdo predijo con un 81% de precision el diagnostico de EA
con dos afos de antelacion. La novedad de nuestro estudio reside en mostrar que la capacidad
predictiva de los cambios estructurales del Iébulo temporal medial, propuestos como
biomarcadores de la EA (Albert et al., 2011), mejora significativamente al combinarse con los
cambios en las oscilaciones alfa registradas durante una tarea de memoria asociativa (Prieto

del Val et al., 2016; Anexo I).

Aunque en el ambito de los biomarcadores, la atrofia del hipocampo se considera como uno de
los indices que mejor predicen la conversion a la EA (e.g., Chételat et al., 2005), esta
conclusion no esta exenta de controversia (Briick et al., 2013; Killiany et al., 2002; Rowe et al.,
2013). De hecho, otras regiones del I6bulo temporal medial, como la amigdala o la corteza
entorrinal, son también excelentes predictores (Liu et al., 2010; Killiany et al., 2002; Poulin et
al., 2011). Los resultados del presente trabajo muestran que la atrofia de la amigdala predice
exitosamente la conversion a EA, con una precisién del 77,5%. La importancia de la amigdala
en el contexto de la EA no se debe exclusivamente a su papel en la formacion de nuevas
memorias (Murray & Wise, 2004), sino también al hecho de ser una de las regiones cerebrales
que concentra mas placas de AR (Markesbery et al., 2006; Sepulcre et al., 2013; Thal et al.,
2002) y ONF (Braak & Braak, 1991), asi como una de las primeras regiones que muestra un
deterioro acelerado justo antes de que se produzca el incremento patolégico de AB (Insel et al.,

2015).

De acuerdo con la hipdtesis que propone que la neuropatologia de la EA se propaga de

manera similar a la de los priones, esto es via axonal a través de las neuronas colindantes
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(Brundin et al., 2010), cabria esperar que las regiones mas conectadas con la amigdala
también mostraran mayor acumulacion de patologia. De hecho, el I6bulo temporal medial en su
conjunto y la amigdala en particular estan intimamente conectados con el cingulado posterior
(Chase et al., 2014; Insausti et al., 1987; Kobayashi & Amaral, 2003; Stein et al., 2007; Suzuki
& Amaral, 1994; Vogt et al., 1992), regidon que junto con el precuneo soportan la mayor
acumulacion de AR (Driscoll et al., 2012). En linea con esta hipoétesis, evidencias recientes han
mostrado que la disminucién de volumen del nucleo basolateral de la amigdala correlaciona
con el nivel de atrofia del nucleo basal de Meynert en pacientes con DCLa (Cantero et al., en
prensa). La importancia de este resultado reside en que el nucleo basolateral de la amigdala es
el unico nucleo amigdalino que recibe proyecciones colinérgicas del nucleo basal de Meynert
(Mesulam & Geula, 1988), dos regiones severamente afectadas por las lesiones de la EA

(Geula & Mesulam, 1994; Emre et al., 1993).

A nivel macroscoépico, los pacientes en las fases preclinicas y prodromicas de la EA muestran
alteraciones en el metabolismo del cingulado posterior, y en la conectividad de éste con otras
regiones (Agosta et al., 2012; Chételat et al.,, 2003; Damoiseaux et al., 2012; Greicius et al.,
2004; Jin et al., 2012; Pihlajamaki et al., 2009; Qi et al., 2010; Rombouts et al., 2005; Schwindt
& Black, 2009; Sorg et al., 2009; Wang et al., 2006, 2016; Zhou et al., 2010). De hecho,
algunos estudios han confirmado que las alteraciones metabdlicas en el cingulado posterior
durante la codificacion de asociaciones son las que mejor predicen la conversion a EA en
personas con DCL (Petrella et al., 2007). A nivel microscépico, la densidad de proteinas pre y
postsinapticas en el cingulado posterior disminuye a medida que avanza la EA y se asocia

ademas con la cantidad de agregados de AB acumulados en esta region (Scheff et al., 2015).

Junto con el precuneo, la corteza cingulada posterior constituye el principal nodo de integracién
en la circuiteria estructural y funcional del cerebro (Hagmann et al., 2008). Muestra de ello es
que ambas regiones forman parte de una de las redes cerebrales mas estudiadas, la red por
defecto (DMN, ‘default mode network’ en ingles). Las regiones que integran este circuito

aumentan su conectividad funcional cuando las personas permanecen despiertas con los ojos
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cerrados sin realizar ninguna tarea especifica (Greicius et al., 2003, 2004), y disminuye durante
los procesos de codificacion (Daselaar et al., 2004; Duverne et al., 2009) y recuperacién de la
memoria (Wagner et al., 2005). El hecho que estas regiones presenten un nivel elevado de
conectividad a lo largo de la vida con el elevado consumo metabdlico que ello supone, podria
explicar la predisposicién que muestra esta region a la acumulaciéon de AB (Sperling et al.,
2009, 2010). Ademas, la precision del cingulado posterior y de la amigdala para predecir la
conversion a EA podria venir dada también por el alto grado de plasticidad sinaptica de sus
neuronas, ya que las regiones mas afectadas por la patologia de la EA son también las que

muestran un mayor nivel de plasticidad a lo largo de la vida (Arendt et al., 1998).

Otro aspecto a destacar es que las oscilaciones EEG que mas contribuyeron a predecir la
conversion de DCL a EA se circunscribieron a la banda alfa, en el cingulado posterior durante
la codificacion y en el cuneo durante la recuperacion. Aunque las diferencias de grupo también
se observaron en el rango de beta, los cambios en la potencia de estas oscilaciones en
relacion con la memoria no mostraron capacidad predictiva alguna. Estos resultados confirman
el importante papel que juegan las alteraciones del ritmo alfa en el diagnéstico de las fases
prodromicas de la EA (Babiloni et al., 2006a, 2011; Cantero et al., 2009a, 2009b) y como
predictores de la progresion de la enfermedad (Babiloni et al., 2014; Huang et al., 2000; Jelic et
al., 2000; Lopez et al., 2014; Luckhaus et al., 2008; Moretti et al., 2011). Ademas, trabajos
recientes han mostrado que los cambios de conectividad funcional entre el cingulado posterior
y el lébulo temporal medial en la banda alfa son mas evidentes en aquellos DCLa que
muestran concentraciones patoldgicas de AB en LCR (Canuet et al., 2015). La conectividad
funcional entre el cingulado posterior y el I6bulo temporal medial es esencial para los procesos
de memoria (Celone et al., 2006; Daselaar et al., 2003, 2006; Pihlajamaki et al., 2008), por lo
que las alteraciones de la conectividad entre ambas regiones podrian contribuir a explicar el

deterioro de la memoria que caracteriza a los pacientes con DCLa.

De acuerdo con nuestra hipotesis inicial, la combinacién de un marcador de imagen cerebral

estructural (volumen de la amigdala) y uno funcional (potencia de las oscilaciones alfa)
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aumentd la capacidad predictiva que presenté cada uno de ellos por separado. Varios estudios
han puesto de manifiesto la ventaja de evaluar la prediccion de la EA utilizando mas de un
biomarcador (Da et al., 2014; Douaud et al., 2013; Lopez et al., 2016; Shaffer et al., 2013).
Debido a que la atrofia de regiones del I6bulo temporal medial esta probablemente reflejando la
presencia de ONF (Hampel et al., 2004) y que los cambios en las oscilaciones EEG son
posiblemente un correlato de las disfunciones sinapticas causadas por la acumulacion de A
en las capas lll y V de la corteza donde abundan las neuronas piramidales (Pefa-Ortega,
2013), la inclusién de ambos marcadores en un unico modelo estaria proporcionando
informacién complementaria sobre la trayectoria de ambos eventos patoldgicos, los cuales han
mostrado ejercer un efecto sinérgico sobre el deterioro metabdlico de la EA (Pascoal et al.,

2017).

Aunque los resultados aqui presentados tienen un caracter preliminar y deben ser replicados
por diferentes laboratorios antes de trasladarlos a la clinica, la capacidad predictiva mostrada
por las oscilaciones alfa durante la codificacion apuntan a las oscilaciones EEG como un
posible biomarcador de la progresion de la EA. Tendria especial interés evaluar si la
combinacion de las oscilaciones EEG con otros biomarcadores mas utilizados (e.g., LCRy PET
de AB) mejora la prediccién de la conversion a la EA en mayores asintomaticos que muestran
patologia de la EA (Dubois et al., 2016). Establecer un prondstico fiable sobre la progresion de
la EA en estas personas sera uno de los objetivos prioritarios de la medicina personalizada en
los siguientes afios. Ello permitira planificar intervenciones terapéuticas adaptadas al dafio

cerebral de cada individuo y a su potencial para compensarlo.

5.3. Limitaciones del estudio

El presente estudio presenta ciertas limitaciones que discutiremos a continuacion. En primer
lugar, la generalizacion de los resultados deberia realizarse con cierta cautela dado el reducido
tamano de la muestra. Ello se explica fundamentalmente por la dificultad que supone reclutar

pacientes con DCL de tipo amnésico en el contexto de una Unidad de Demencias. Los
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problemas de memoria asociados al envejecimiento son considerados por muchos pacientes
como parte del envejecimiento normal por lo que no acuden a los servicios de salud hasta que
el problema comienza a interferir de manera habitual con sus tareas cotidianas, momento en el
cual la mayoria recibe directamente el diagnostico de EA. A ello se unen los elevados costes
asociados a una evaluacion con diferentes biomarcadores (e.g., neuropsicolégicos, genéticos,
neurofisiolégicos y de neuroimagen) y su correspondiente seguimiento. El reducido niumero de
pacientes empleado en este estudio podria haber influido en la ausencia de correlaciones
significativas entre las oscilaciones EEG y la memoria asociativa en los DCLa £4* (n = 16), ya
que los analisis de correlacion son muy dependientes del tamafio de la muestra. Sin embargo,
el hecho de que otras correlaciones alcanzaran la significacion estadistica en el grupo de DCLa

€4” (n = 18) nos hace pensar que el tamafo de la muestra no fue decisivo en este resultado.

Por otra parte, para confirmar la progresion de DCLa a EA se requieren periodos de
seguimiento comprendidos entre 5 y 10 afios (Buchhave et al., 2012). Dado que el seguimiento
de los pacientes con DCLa de nuestro estudio se limité a 2 anos, no podemos descartar que
ciertos individuos clasificados como estables desarrollaran EA en los siguientes afios. Tampoco
disponemos de informacion respecto a la evolucion del grupo control, ya que éstos fueron
evaluados en una unica sesion. Podria darse el caso que algunos de los sujetos del grupo
control ya se encontraran en la fase preclinica de la EA en el momento del reclutamiento,

aspecto que no pudo ser confirmado con los biomarcadores empleados en el presente estudio.

Desafortunadamente, tampoco fue posible subdividir a los controles en portadores y no
portadores del genotipo APOE4, dada la escasa presencia de este polimorfismo entre las
personas mayores del grupo control. La inclusion de este grupo nos hubiera permitido evaluar
si la ausencia de deterioro cognitivo en los APOE4 se acompafia o no del reclutamiento de
actividad neural compensatoria. De hecho, estudios previos realizados en personas mayores
normales han mostrado que los sujetos portadores del genotipo APOE4 muestran mayor
actividad cerebral en regiones tipicamente afectadas por la EA durante la codificacion vy

posterior recuperacion de la memoria (Bookheimer et al., 2000; Wishart et al., 2006).
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Otro factor limitante que merece atencion especial es el hecho de que las diferencias
observadas tanto en el comportamiento como a nivel funcional al comparar DCLa €4” con DCLa
€4" podrian deberse a que los pacientes DCLa €4 se encontraran en una fase mas avanzada
de la enfermedad que los DCLa €4". De hecho, 10 de los DCLa €4" convirtieron a la EA
mientras que solo 6 no lo hicieron. Esto solo podria haberse determinado utilizando
biomarcadores en LCR o PET de amiloide, aspecto que ya estamos teniendo en cuenta en los

siguientes experimentos.

Por ultimo, la técnica del EEG posee una excelente resolucion temporal pero su resolucién
espacial es modesta, impidiendo registrar actividad oscilatoria de estructuras subcorticales
como el hipocampo. Esta informacion nos habria permitido investigar si la relacién entre la
atrofia del hipocampo y las oscilaciones theta corticales relacionadas con la memoria en los
DCLa €4 estuvo a su vez mediada por las oscilaciones theta generadas en el hipocampo.
Estudios previos realizados con registros intracraneales en humanos han demostrado que
ambos generadores de theta, hipocampales y neocorticales, son independientes (Cantero et

al., 2003) y por lo tanto podrian interaccionar de manera especifica en relacion con la memoria.

144



CONCLUSIONES / CONCLUSIONS







Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La presencia del genotipo APOE4 en personas con DCLa altera la dinamica espectro-
temporal y espacial de los circuitos neurales involucrados en la codificacién y recuperacion
de las memorias asociativas. En particular, supone una disminucion de la desincronizacién
en el espectro de frecuencias alfa/beta, probablemente como resultado de una disfuncién

sinaptica.

2. El deterioro de la memoria asociativa mostrado por los pacientes DCLa €4” se debe, en
parte, a su incapacidad para beneficiarse de contextos semanticamente congruentes
durante la codificacion. Este hecho se vio reflejado en una menor desincronizacion de beta
en regiones del Iébulo temporal, las cuales ademas de ser esenciales para el procesamiento
del conocimiento semantico en general fueron claves para la codificaciéon de las

asociaciones congruentes en el grupo control en particular.

3. Aunque la atrofia del hipocampo en el DCLa parece ser independiente del genotipo APOE4,
su impacto sobre la memoria si esta determinado por dicho genotipo. Mientras que en los
DCLa €4" la atrofia del hipocampo ejercié un efecto directo sobre la memoria, en los DCLa
€4” estuvo mediada por el grado de integridad estructural y funcional de diferentes regiones
corticales del l6bulo temporal. Estos resultados sugieren que los DCLa no portadores del
genotipo APOE4 podrian llegar a contrarrestar los efectos del dafio hipocampal reclutando
mecanismos neurales compensatorios, lo cual estaria a su vez condicionado por la

integridad de la corteza temporal.

4. La disminucion de la desincronizacién de las oscilaciones alfa en el cingulado posterior y el
cuneo durante la codificacion y recuperacién, respectivamente, no solo predice
exitosamente la conversion de DCLa a EA sino que ademas mejora la capacidad predictiva
de los marcadores estructurales del I16bulo temporal. Estos resultados apoyan el uso de las

oscilaciones EEG como potencial biomarcador de la EA.
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1. The presence of the APOE4 genotype in people with aMCI impairs spectro-temporal and
spatial dynamics in neural networks involved in the encoding and retrieval of associative
memories. In particular, it results in a decrease in the desynchronization of frequencies in the

alpha/beta spectrum, likely as a result of synaptic failure.

2. The deficit in episodic memory exhibited by aMCI €4 subjects is due, at least in part, to their
inability to benefit from semantically congruent contexts during encoding. This results in
lower desynchronization of beta in the temporal lobe, specifically in areas relevant not only
for the processing of general semantic knowledge but which are also essential for the

encoding of congruent associations, particularly in the control group.

3. Although hippocampal atrophy in aMCI seems to be independent of APOE4 genotype, its
impact on memory is indeed determined by this genotype. While hippocampal atrophy in
aMCl €4" had a direct effect on memory, this effect was mediated in aMCI €4 by the degree
of structural and functional integrity in different cortical regions of the temporal lobe. These
results suggest that APOE4 noncarriers with aMCl may counteract the effects of
hippocampal atrophy by recruiting neural compensatory mechanisms, which in turn may be

limited by the integrity of the temporal cortex.

4. The decrease in desynchronization of alpha oscillations in the posterior cingulate and the
cuneus, during encoding and retrieval respectively, not only successfully predicts conversion
from aMCI to AD but also improves the predictive capacity of structural biomarkers in the
temporal lobe. These findings support the use of EEG oscillations as a potential biomarker of

AD.
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APOE ¢4 Constrains Engagement of Encoding-Related Compensatory
Networks in Amnestic Mild Cognitive Impairment

Laura Prieto del Val, Jose L. Cantero, and Mercedes Atienza*

ABSTRACT:  People with amnestic mild cognitive impairment (aMCl),
compared to healthy older adults (HO), benefit less from semantic congru-
ent cues during episodic encoding. The presence of the apolipoprotein E
(APOE) £4 makes this congruency benefit smaller, but the neural corre-
lates of this deficit are unknown. Here, we estimated the source generators
of EEG oscillatory activity associated with successful encoding of face-
location associations preceded by semantically congruent and incongruent
cues in HO (N=26) and aMCl subjects (N=34), 16 of which were ¢4
carriers (¢4%) and 18 £4 noncarriers (€47). Source estimation was per-
formed in those spectrotemporal windows where the power of low-alpha,
high-alpha, and beta oscillatory activity differed either between congruent
and incongruent faces or between groups. Differences in high-alpha and
beta-oscillatory dynamics indicated that aMCl £4™ are unable to activate
lateral regions of the temporal lobe involved in associative memory and
congruency benefit in HO. Interestingly, and regardless of APOE genotype,
aMCI activated additional regions relative to HO, through alpha oscilla-
tions. However, only activation in a distributed fronto-temporo-parietal
network in €4 noncarriers was paralleled by enhanced memory. On the
contrary, the redundant prefrontal activation shown by aMCl €4* did not
prevent performance from decreasing. These results indicate that the effect
of aMCl-related degeneracy on functional networks is constrained by the
presence of APOE £4. Whereas individuals with aMCl €4~ activate atten-
tional, perceptual and semantic compensatory networks, aMCl €4* show
reduced processing efficiency and capacity. © 2015 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS:  amnestic mild cognitive impairment; APOE &4; associa-
tive memory; brain oscillations; semantic memory

INTRODUCTION

Mild cognitive impairment (MCI) is a heterogeneous syndrome
that eventually represents the transition between normal aging and
Alzheimer disease (AD), especially if memory is the cognitive function
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most affected (Tabert et al., 2006; Espinosa et al.,
2013). Individuals of the amnestic MCI (aMCI) sub-
type show impairments in associative memory above
and beyond the known impairments in item memory
(Troyer et al., 2008), which has been attributed to
early insults of mesiotemporal regions (Mayes et al.,
2007). Unfortunately, executive function and seman-
tic processing resources have only small effect in
reducing this memory loss. For instance, while
healthy older (HO) adults show enhanced memory
for information that is congruent with their pre-
existing semantic knowledge (Crespo-Garcia et al.,
2012), such a benefit seems not to be evident in
aMCI (Petersen et al., 1999; Perri et al., 2005). This
is not surprising considering that the cerebral regions
involved in semantic processing (Binder et al., 2009)
are also susceptible to early amyloid-beta (AB) depo-
sition (e.g., Buckner et al., 2005), one of the major
hallmarks of AD.

Accumulation and aggregation of toxic AB in the
form of senile plaques is more common in carriers of
the €4 allele of the apolipoprotein E (APOE) gene
(Schmechel, 1993). The APOE €4 is the strongest
risk factor for late-onset AD (Corder et al., 1993) and
is more prevalent in aMCI than in healthy aging (Pa
et al., 2009). Consequently, aMCI €4 carriers experi-
ence more AD pathology, worse memory performance
and higher risk of progression to AD than noncarriers
(Liu et al., 2013). In line with these findings, we have
previously shown that the reduced capacity of aMCI
individuals to benefit from semantic congruent cues at
encoding is particularly remarkable in those who har-
bour APOE €4 (Atienza et al., 2011a). However, at
the neural level, little is known about the mechanisms
underpinning the lack of congruency benefit in these
individuals. We hypothesize that differences in the
ability to produce appropriate neural compensatory
responses might be behind differences in the cognitive
phenotype.

This hypothesis relies on previous studies show-
ing that cognitively normal young and middle-aged
carriers of the APOE &4 genotype, compared to
noncarriers, exhibit reduced gray matter (Alexander
et al., 2012) and hypometabolism (Reiman et al.,
1996, 2004; Protas et al., 2013) in a network span-
ning dorsolateral and medial prefrontal, lateral tem-
poral, and parietal cortices. The impact of APOE
€4 on brain structure and function may account
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TABLE 1.

Demographics, Cognitive Profile, and APOE €4 Distribution in the aMCI Group

HO (N=26)  aMCI (N =34) t P aMCIed” (n1=18)  aMCIe4" (n=16) t P
Age, yr 66.7 +4.9 69.0 £ 6.7 -144 01 67.6%75 705+56 -1.15 0.2
Gender (E/M) 13/13 22/12 1.31* 0.2 15/3 7/9 6.64 * 0.01%
Education, yr 72+43 75+55 -020 08 72+49 7864 -0.57 0.7
CDR (sum of boxes) 0 0.5 N/A N/A 0.5 0.5 N/A N/A
MMSE 283+13 268+2.4 295 0.005* 27.1+24 260*25 1.06 0.3
Immediate recall 143+3.0 97+26 6.27 0.001* 10.6 +2.3 8.6+25 223 0.02*
Delayed recall 132+28 6.5+3.6 7.67 0.001* 7337 55+34 1.50 0.1

Notes: + SD (standard deviation). yr = years; F/M = female / male; CDR (Clinical Dementia Rating); CDR =0 no dementia, CDR = 0.5 questionable or very
mild dementia; MMSE = mini-mental state examination; ‘XZ; *P < 0.05; N/A = not applicable.

for both enhanced activity in medial temporal lobes and for
increased functional connectivity between frontal and tem-
poral regions (Bookheimer et al., 2000; Bondi et al., 2005;
Filippini et al., 2009; Dennis et al., 2010). Such changes in
neural efficiency have been interpreted as a form of neural
compensation to maintain an equivalent level of perform-
ance to that of noncarriers. However, the overuse of neural
compensatory mechanisms in early adulthood might indi-
rectly potentiate AR production, as AR levels are strongly
regulated by neuronal activity (Cirrito et al., 2005; Bero
et al., 2011); which, in turn, could diminish the functional
capacity of the brain to compensate for the reduced effi-
ciency produced by AD pathology in medial regions of the
temporal lobe (Alexander et al., 2012). Then, a reduction
of processing capacity could explain why associative memory
in aMCI €4 carriers does not improve under conditions of
semantic congruency.

To test this hypothesis, we have chosen to analyze cortical
sources of EEG oscillations not only because they allow the
study of direct neural correlates of memory processes with a
high temporal resolution, but also because most studies con-
ducted in healthy aging with functional magnetic resonance
imaging (fMRI) during encoding of episodic memories have
provided APOE e4-related results that are inconsistent in the
direction and location of change (Trachtenberg et al., 2012). In
this study, we have analyzed cortical sources of EEG oscilla-
tions during successful encoding of face-location associations
preceded by semantically congruent and incongruent cues in
HO adults and aMCI carriers (e4") and noncarriers (€47) of
APOE ¢4. Given that successful episodic encoding is associated
with theta power increases and alpha/beta power decreases
under semantically congruent conditions the young
(Hanslmayr et al., 2009; Crespo-Garcia et al., 2010; Atienza
et al.,, 2011b) and cognitively normal older adults (Crespo-
Garcia et al., 2012), these same brain oscillations will be the
focus of the present study. Based on prior results (Atienza
et al., 2011a), we would expect that aMCI, particularly APOE
€47, benefit less from semantic congruency than HO adults.

in

Although both carriers and noncarriers are expected to show
reduced processing efficiency (Clement and Belleville, 2010),
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we hypothesize that only noncarriers will compensate for their
memory impairments.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Twenty-six HO and 34 aMCI subjects between the ages of
51 and 78 years with normal or corrected-to-normal vision
participated in this study. Participants were primarily recruited
from older people’s associations, normal community health
screening, and hospital outpatient services. Demographic char-
acteristics and cognitive profile are shown in Table 1. All par-
ticipants gave informed consent to the experimental protocol
approved by the Ethical Committee for Human Research at
the University Pablo de Olavide according to the principles
outlined in the Declaration of Helsinki.

Individuals with aMCI showed an idiopathic amnestic disor-
der with absence of impairment in cognitive areas other than
memory as revealed by neuropsychological testing. They fur-
ther met the diagnostic criteria of aMCI proposed by Petersen
et al. (1999): (i) subjective memory complaints corroborated
by the informant; (ii) objective memory loss confirmed by the
Spanish version of the Logical Memory subtest extracted from
the Wechsler Memory Scale-Third Edition (Wechsler, 2004)
(scorings 1.5 standard deviations below the age-appropriate
mean); (iii) global score of 0.5 (questionable dementia) in the
clinical dementia rating (CDR; Hughes et al., 1982); (iv) nor-
mal independence function, judged both clinically and by
means of the interview for deterioration in daily living activities
validated in the Spanish population (Bohm et al., 1998); and
(v) no DSM-1V criteria for dementia. The global cognitive sta-
tus was assessed using the Spanish version of the mini-mental
state examination (MMSE; Lobo et al., 1979). Depression was
excluded with the shorter version of the Geriatric Depression
Scale (Yesavage et al., 1983). Inclusion criteria for HO subjects
were: (i) absence of cognitive impairment (memory, language,
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attention, and executive function) confirmed by neuropsycho-
logical testing; (ii) CDR global score of 0 (no dementia); and
(iii) normal independent function. Depression symptoms were
excluded by using the same criteria as for aMCI subjects. HO
and aMCI participants were tested with the same neuropsycho-
logical battery: Boston Naming Test, Trail Making Test, Rey-
Osterrieth Complex Figure Test, Visual Object and Space
Perception Battery, verbal fluency and word list (Wechsler
Memory Scale).

Cerebral MRI was previously examined in all participants to
rule out lesions such as territorial cerebral infarction, brain
tumor, hippocampal sclerosis, and/or vascular malformations.
Those participants with periventricular and/or deep white mat-
ter lesions, as revealed by scores>2 on the Fazekas ischemic
scale (Fazekas et al.,, 1987) were not included in the study.
Individuals with a history of stroke and/or significant cerebro-
vascular conditions, clinically significant sensory impairment,
neurological conditions such as epilepsy, traumatic brain injury,
past or current alcohol abuse, or those consuming medication
known to affect memory, were not allowed to participate.
None of the participants were taking cholinesterase inhibitors,
and/or psychiatric medication at the time of recruiting or dur-
ing the study. The absence of secondary causes of cognitive def-
icits was assessed by laboratory tests including complete blood
count, blood chemistry, vitamin Bl2/folate, and thyroid
function.

Experimental Paradigm

The experimental paradigm used to assess associative mem-
ory has been described elsewhere (e.g., Atienza et al., 2011b).
Briefly, during the study phase (biographical matching task),
participants were provided with semantic cues for 1,500 ms
(biographical information of famous people) immediately
before presenting a famous or nonfamous face into a spatial
location for another 1,500 ms. The semantic cue could be
cither congruent or incongruent with the face. Subjects were
instructed to indicate whether or not the face matched the
biographical cue via button pressing, with no overt attempts
at memorizing the location of faces (incidental encoding).
After the study phase, participants performed a conceptual
priming task, where all faces were presented in the same posi-
tion as in the study phase, but this time they were not pre-
ceded by biographical cues. Participants were asked to
identify as accurately and quickly as possible whether a face
corresponded to a famous or nonfamous individual. If all sub-
jects showed conceptual priming, we ensured that all partici-
pants were able to automatically access semantic information.
Finally, faces were presented again without any preceding cue
in the visuospatial memory task, either at the same location
as in previous phases or at any of the three remaining loca-
tions. For each face, participants were required to identify as
quickly and accurately as possible whether or not they
matched the previous location. As long as congruent semantic
processing is advantageous for episodic encoding, location of
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semantically congruent faces (SCF) will be remembered better
than position of incongruent faces.

APOE Genotyping

Genomic DNA was isolated from blood using a standard
salting-out protocol (Miller et al., 1988), and APOE polymor-
phisms were determined with predesigned TagMan SNP geno-
typing assays (Applied Biosystem). The presence/absence of the
APOE €4 allele was not employed as an inclusion criterion
during the recruiting process.

Behavioral Analyses

Mean reaction time (RT) was calculated for correct responses
to intact and rearranged face-spatial location associations (hits
and correct rejections, respectively). Responses faster than 300
ms and slower than 2,500 ms were excluded from further anal-
yses. Recognition performance measurements of accuracy (o)
were derived from signal detection theory. This index was com-
puted not only for SCF and semantically incongruent faces
(SIF) separately but also for the combination of SCF and SIF
to obtain a measurement of global episodic memory for
famous faces (associative d). We also computed an index that
quantifies the congruency benefit as revealed by differences in
d’ between semantically congruent and incongruent faces
(semantic d). In all cases, d’ resulted from subtracting the z-
score for the false alarm rate from the z-score for the hit rate.

The influence of semantic relatedness on accuracy and RT
was evaluated by two-way mixed analyses of covariance
(ANCOVA) with semantic cue (SCF vs. SIF) as the within-
subject factor, group (HO vs. aMCI; or aMCI €4~ vs. aMCI
e4"; HO vs. aMCI €4~ vs. aMCI €47) as the within-subject
factor, and age as covariate. The Mauchly’s W was computed
to check for violations of the sphericity assumption, and the
Greenhouse-Geisser correction was applied when appropriate.
Homogeneity of variance was evaluated with the Levene test.
Main and interaction effects were evaluated by pair-wise com-
parisons (ztests) and P-values were adjusted for multiple com-
parisons by applying the Bonferroni procedure.

The same statistical approach was used to analyze results
derived from the conceptual priming task.

EEG Recordings and Signal Preprocessing

EEG recordings were obtained from 59 scalp electrodes ref-
erenced to linked-mastoids, and positioned according to the
extended International 10-20 system (Fpl, Fp2, AF7, AF3,
AFz, AF4, AF8, F7, F5, F3, Fl1, Fz, F2, F4, F6, F8, FT7,
FCs, FC3, FC1, FCz, FC2, FC4, FC6, FTS, T7, C5, C3, Cl1,
Cz, C2, C4, C6, T8, TP7, CP5, CP3, CP1, CPz, CP2, CP4,
CP6, TPS8, P7, P5, P3, P1, Pz, P2, P4, P6, P8, PO7, PO3,
POz, PO4, PO8, O1, O2). Additional electrodes were placed
for monitoring vertical-horizontal eye movements and the mus-
cular tone. Skin-electrode impedances were maintained below 5
KQ in EEG sensors. All electrophysiological variables were
amplified (BrainAmp MR, Brain Vision®), filtered (0.1-100

Hippocampus

181



Anexo I. Hippocampus

996 PRIETO DEL VAL ET AL.

Hz bandpass), digitized (250 Hz, 16-bit resolution), and stored
in digital format for subsequent analysis. EEG epochs were
transformed into the common average reference to partially
avoid pernicious effects of reference (Schiff, 2005). Ocular and
muscle artifacts were removed by applying Independent
Component Analysis (Infomax algorithm), as implemented in
the BrainVision Analyzer software v. 1.05 (Brain Products”
GmbH). The remaining noisy epochs were manually selected
and excluded from further analyses. We only analyzed those tri-
als of the study phase containing the famous face-location pairs
that were later remembered (hits and correct rejections) in the
visuospatial association task (nonfamous faces were excluded
from the analysis), although for each subject we analyzed the
same number of trials per congruence condition.

Time-Frequency EEG Analysis
The Fielduip toolbox (http://fieldtrip.fcdonders.nl/)  was

used to calculate baseline-corrected time-frequency representa-
tions (TFR) of spectral power across trials for each group and
semantic condition (Oostenveld et al., 2011). We applied the
multitaper method to frequencies from 2 to 25 Hz using a
wavelet transform of six cycles (Percival and Walden, 1993). To
obtain task-related TFR of power decreases/increases relative to
baseline, power values (P) for each individual frequency (f)
were normalized in all time points (t) as follows:

[P (tf‘)_P (f) baseline} /P (f) baseline

where P(f)paseline represents the mean EEG power for a partic-
ular frequency bin within the baseline period, defined from
—2,100 to —1,600 ms with respect to face onset, to avoid the
contribution of the EEG activity elicited by the cue onset
(—1,500 ms) and to prevent expectation effects. When trans-
formed to percentage, these normalized power values are equiv-
alent to the eventrelated desynchronization/event-related
synchronization (ERD/ERS) measure (Pfurtscheller and Lopes
da Silva, 1999).

We first evaluated the effect of group and semantic congru-
ence on the amplitude of event-related potentials (ERPs). The
partial-least square (PLS) approach was used to identify the
strongest experimental effects in time and space (at sensor
level) domains simultaneously (Lobaugh et al., 2001; Diizel
et al., 2003), thus avoiding the problem of multiple compari-
sons. To this aim, we used the PLScmd toolbox for Matlab,
(http://www.rotman-baycrest.on.ca/pls/source/). PLS  signifi-
cance was assessed by 10,000 permutations and 2,000 boot-
strap estimations of standard errors. To determine in which
frequency range eventrelated (or phase-locked) oscillatory
activity contributed to the effects observed on ERPs, the same
procedure was applied on the averaged waveform of each fre-
quency band. Given that only event-related delta activity con-
tributed to ERP differences (data not shown), the remaining
effects observed from 4 to 25 Hz are induced in nature.

By using the PLS, we also evaluated the effect of group and
semantic congruence on power values of nonphase locked oscil-
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latory activity. Again, statistical significance was assessed by
10,000 permutations and 2,000 bootstrap estimations of stand-
ard errors. Next, we applied serial #tests (for related samples in
the case of semantic congruence and for independent samples
in the case of group differences) on the power data averaged
over sensors in which PLS yielded significant differences within
a specific frequency band. A minimum number of 125 (500
ms) consecutive samples had to show significant differences in
order to proceed with the estimation of source generators.

Modelling the Sources of EEG Oscillations

Sources of EEG oscillations were modelled in those fre-
quency ranges where the effect of group and/or semantic con-
gruence was/were strongest. Briefly, we first extracted the
constant field distributions of nonphase locked oscillatory activ-
ity from single trials (Guderian and Diizel, 2005) and later
applied a multiple-constrained beamformer approach (Van
Veen et al., 1997) with correlated source suppression (Diwakar
et al., 2011) to compute the spatial filters required for localiz-
ing the oscillatory cortical activity.

The cortical space was divided into a regular 5-mm voxel
grid, and sensor outputs from unit dipoles in the three
Cartesian directions were computed at each grid location. We
used a realistic boundary-element model (Oostenveld et al.,
2001) based on a standard template (Colin27 T1-weighten
averaged MRI). This volume conduction model consists of 3
closed compartments with conductivities 0.33, 0.0042, and
0.33 S/m corresponding to skin, skull, and brain, respectively.
The regularization parameter was set at 0.001% of the largest
eigenvalue of the covariance matrices.

Statistical Analysis of Cortical Source Imaging

The effect of age was first removed from single-trial esti-
mates at the source level using the general lineal model (Stolk
et al., 2013). To determine the effect of semantic congruence
and the interaction with the group, we applied a hierarchical
statistical model to reduce the influence of intersubject variabil-
ity in oscillatory responses resulting from across-subjects analy-
ses (Holmes and Friston, 1998). In a first step, the two
conditions of semantic congruence were compared for each
participant by applying a voxel-wise #test for independent sam-
ples on the original source activation maps obtained from all
trials. In a second step, individual #-statistic maps were entered
into a one-sample rtest at the group level to establish those
cortical regions showing significant power differences between
SCF and SIE To evaluate whether the effect of semantic con-
gruence was homogeneously distributed in the two groups
(interaction effect), we applied a two-sample independent #-test
on every voxel reaching statistical significance in the previous
step.

Group differences were assessed in two different manners,
cither comparing HO with aMCI individuals, or considering
the APOE €4 (HO vs. aMCI €4 ; HO vs. aMCI €4"; aMCI
€4~ vs. aMCI €4"). The power of EEG oscillations in HO
and aMCI was compared with a two-sample independent #test
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computed on original source activadon maps. However, for
comparing HO with any of the other subgroups (aMCI €4~ or
aMCI €4") without biasing the signal-to-noise ratio resulting
from differences in the number of subjects per group, we first
performed 1,000 random draws of the data into two similar-
sized groups (18 aMCI €4~ and 16 aMCI £4%), keeping the
original assignment of the group fixed. Next, two-sample #tests
were applied on each draw, obtaining a distribution of 1,000 #
values for each voxel. The statistical maps were obtained by
computing the median #value of each voxel distribution.

To obtain that part of the EEG source activity responsible
for associative memory regardless of the congruence condition,
we performed correlation analyses between the associative &
and mean source activation maps derived from SCF and SIE
Correlations between individual SCF versus SIF contrasts (#
statistic maps) and semantic d” were also computed to identify
regional modulations of EEG oscillations that correlated with
improved memory as a result of semantic congruence. For
across- and within-group analyses, Spearman correlation coeffi-
cients (r) were computed at the voxel level. To study group dif-
ferences in the source-behaviour relationship, we performed
between-group analyses using the Fisher method for independ-
ent samples applied to correlations. Here, » maps for each
group were first transformed to z-score maps and then the cor-
responding Fisher test was applied to obtain z-statistic values.

The FWE rates were controlled by applying nonparametric
permutation tests in combination with suprathreshold cluster
analyses (Nichols and Holmes, 2002). Before cluster analysis, all
t-statistic and mean activation maps were smoothed with an iso-
tropic Gaussian kernel of 10 mm. The cluster was defined from
the sum of the 7, #, or zvalues of contiguous voxels (cluster
mass). After applying a primary threshold to voxels, P-values
(o =0.05) were assessed by means of 1,000 permutations using
the Monte Carlo method implemented in the Fieldtrip toolbox.

Coordinates of peak voxels and local maxima statistic values
within each significant cluster were transformed from the
Montreal Neurological Institute (MNI) canonical brain (Colin
27) to the Talairach space (Talairach and Tournoux, 1988) by
using a nonlinear transformation. Cluster voxels were labelled
according to the Brodmann area (BA) atlas included in the
WEFU Pick Atlas toolbox (Maldjian et al., 2003), using the
same brain template employed for EEG source analyses.

Time Course Reconstruction of EEG Sources

After group-level analyses, peak voxels and local maxima
were selected to reconstruct the time course of EEG sources in
the different frequency bands. We applied the same hierarchical
model described above for statistical analysis. Briefly, we first
obtained the optimal dipole orientation [Eq. (8), Gross et al.,
2001], then computed the power estimates using the voxel spa-
tial filters and the mean covariate matrix of the time-of-interest
described previously [Egs. (4 and 5), Gross et al., 2001]. Next,
the optimal spatial filter was obtained by multiplying every
optimal orientation value by its corresponding voxel spatial fil-
ters. The output of this computation was then multiplied by
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the filtered signal in the corresponding frequency bin of inter-
est. Power decreases/increases relative to the baseline were com-
puted in single-trial EEG source signals, as performed at the
sensor level. Time series of normalized power values were aver-
aged across the frequency bins of interest before computing sta-
tistical analyses in the time domain.

To correct the FWE rate for all time points jointly we used
the maximum statistic approach (Nichols and Holmes, 2002).
For every time window of 40 ms, after face-stimulus onset, we
computed the 7, # or z statistic for the original data. We
repeated this for each randomization of the data (1,000),
selecting the maximum (or minimum) statistic across all time
windows. The 95th quantile of the distribution derived from
the selected maximum (or minimum) statistics was used as a
critical threshold to retain or reject the null hypothesis of either
no differences between conditions/groups or no correlation
between oscillatory activity and memory performance.

RESULTS

Behavioral Results

Performance in the biographical matching task was unaf-
fected by either semantic congruence or the group. In the
visuospatial memory task, the two-way mixed ANCOVA not
only revealed the expected associative deficit in aMCI subjects
(F1,57=8.2; P<0.006), but also the reduced capacity of this
population to benefit from semantic congruent cues at encod-
ing (Fj 57 =10.9; P<0.002). Post-hoc analysis confirmed that
only HO adults performed significantly better for SCF than
for SIF (P<0.001), although aMCI subjects also showed a
trend towards statistical significance (2 < 0.09), suggesting a
subtle congruency benefit. This benefit was even more evident
for RT (P < 0.07), but interaction was not significant.

The influence of APOE €4 was not assessed in HO because
none of them showed the €4 allele (e4™). In the aMCI group,
only one subject was homozygote for APOE €4, 16 were hetero-
zygote (€3/e4 = 13; £2/e4 = 3) and the remaining participants
were €4 negative (€3/€3 = 17; £2/e3 = 2). Including this factor,
the ANCOVA yielded a significant interaction effect for accuracy
(F131 =5.6; P<0.03), suggesting that only aMCI €4~ were
able to benefit from semantic congruence (P < 0.05). It is worth
noting that aMCI €4™ also gave faster responses for SCF than
for SIF (P < 0.05), but the interaction was not significant.

Interestingly, the analysis of the interaction effect
(Fy,56 = 8.8; P<0.001) derived from the ANCOVA including
the three groups (HO, aMCI €4, aMCI €4™) revealed group
differences for the accuracy index, but only in response to SCE.
Indeed, HO exhibited the best performance, which was signifi-
cantly different from both aMCI €4~ (< 0.05) and aMCI
e4" (P<107%), followed by aMCI €4~ that also performed
better than aMCI €4" (P<0.04). Regarding RT, the interac-
tion effect was almost significant (= 0.051), being aMCI
€4™" faster for SCF than for SIF (P< 0.005). Figure 1 shows
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FIGURE 1. Mean accuracy and RT in the visuospatial memory

task. Error bars are standard errors of the mean. Asterisks indicate
significant group differences for SCF, whereas circumflex accents
refer to significant differences between conditions of semantic con-
gruence for each group.

the mean accuracy index 4’ and RT during recognition of face-
location associations encoded under semantically congruent
and incongruent conditions for each group.

Given that the shortening of responses to SCF shown by
aMCI €4 individuals was accompanied by a decrease in accu-
racy, we performed a regression analysis with age as covariate
to test whether there was a significant speed-accuracy tradeoff.
The regression analysis did not yield significant correlations
between 4’ and RT for SCF in any group (neither for the
whole sample, nor for the aMCI group, nor for the e4™ sub-
sample). On the basis of these results, we reject the hypothesis
that congruency-related accuracy deficits in aMCI, particularly
€47, may be associated with faster responses.

The ANOVA applied to performance in the conceptual pri-
ming task yielded a significant priming effect for both the
accuracy index (F)sg=143.9; P<10'®) and the RT
(Fis8=28.3; P< 107°). There were neither significant group
differences nor interaction effects, suggesting that both HO
and aMCI subjects were able to automatically access semantic
information. Similar results were obtained when aMCI were

split on the basis of the APOE &4 genotype.

Changes in Cortical Oscillations at the Sensor
Level

Figure 2A (left panel) shows the TFR of rvalues averaged
across those sensors showing a significant effect of congruence
by the PLS. Processing of SCF compared to SIF was

A SCF vs. SIF t HO vs. aMCl t
25 15 250 " 15
g 20 T . £ 226 T
= 15 > 192 -
S 0 S 0
3 10 - = 15.8 A
g 8
(I L
5 1 124 A
e
0 T ; M-15 8.0 -15
0 500 1000 0 500 1000
Time (ms) Time (ms)
B
Theta (4.75 Hz) Low alpha (8.5Hz) High alpha (13.5 Hz) Beta (15.75 Hz)
400-900 ms 500-1000 ms 500-1000 ms 400-900 ms

FIGURE 2.

Main effects of semantic congruence and group on
normalized power at the sensor level. (A) Time frequency represen-
tation of z-values averaged across sensors showing a significant
effect of congruence (left panel) and group (right panel) by the
PLS. (B) Topographical statistical maps obtained from the PLS
analysis for the time-frequency bins that were later used for esti-
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mation of cortical source generators. White circles indicate sensors
where differences in the normalized power between SCF and SIF
or between HO and aMCI were significant. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.
com.]
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A High-alpha ERD: HO > aMCl e4*

FIGURE 3.  Main effect of the group on high-alpha and beta
ERD at the source level. (A—C) Statistical nonparametric maps
showing higher ERD in the high-alpha or beta band for HO than
for aMCI either 4% or £4™. The color gradient is mapped to sta-
tistical values (¢ statistic). Peak voxels of significant clusters are
listed in Table 2. (D-F) Time reconstruction of cortical sources
for peak voxels representative of differences either between HO
and aMCI €4" in the right middle temporal gyrus for high-alpha

accompanied by a significant relative increase of normalized
theta power (i.e., ERS) mainly over frontotemporal and centro-
parietal sensors in the 500-900 ms interval. On the contrary,
alpha and beta oscillations showed power decreases (i.e., ERD)
over temporoparietal sensors in the 600-1000-ms time interval.
Neither group differences, nor interaction effect, nor correla-
tions with associative d’ or semantic d’ indices reached statistical
significance for any frequency band at the sensor level when
the PLS was applied between 2 and 25 Hz, and group and
congruence were included as between- and within-subjects fac-
tors, respectively. However, the TFR after subtracting signals of
the two groups unveiled differences in the beta frequency band
around 500 ms from face presentation. Therefore, we repeated
the PLS between 8 and 25 Hz and included the group as the
only factor. This analysis confirmed group differences between
250 and 750 ms. HO subjects showed higher beta ERD not
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oscillations (tMTG; BA 19; [x y z] = [60 —63 18]) and in the left
inferior temporal gyrus for beta oscillations (IITG; BA 37; [—65
—58 —7]) or between HO and aMCI &4~ in the right superior
prefrontal gyrus (rSFG; BA 8; [20 27 43]). Pink-shadow vertical
bars indicate the time intervals for group differences after correct-
ing for multiple comparisons across time. R = right. [Color figure
can be viewed in the online issue, which is available at wileyonli-
nelibrary.com.]

only when compared to aMCI individuals, but also in com-
parison with both aMCI €4~ and €4". Nevertheless, these
comparisons only achieved statistical significance by limiting
the PLS to a smaller spectrotemporal window (13.5-25 Hz
and 0-1,000 ms for the comparison to €4~ ; 13.5-17 Hz and
250750 ms for the comparison to €4"). Figure 2A (right
panel) shows the TRF of #-values averaged across those sensors
showing significant differences by the PLS between HO and
aMCI subjects. The localization procedure was then applied
within a 500 ms window selected around the maximal #-values
derived from congruency and group contrasts. The time and
frequency bin corresponding to the maximal rvalues used for
the phase alignment preceding estimation of cortical source
generators for the congruence effect were 672 ms—4.75 Hz
(time window for localization = 400-900 ms), 1,000 ms-8.5
Hz, 996 ms—13.5 Hz (time window for localization in both
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TABLE 2.

Effect of APOE ¢4 on High-Alpha and Beta ERD at the Source Level during Successful Encoding

Contrast (Peuster-corrected) Cortical region BA X y z t Time interval (ms)
High-alpha ERD
HO>aMCI 4™ (P <0.002)
R Superior frontal gyrus 8 20 27 43 -3.23 468-780
R Middle frontal gyrus 6 25 27 48 —3.18 0-1,000
R Anterior cingulate 32 10 32 28 —3.32 364-1,000
HO >aMCI e4" (P <0.002)
R Middle frontal gyrus 9/6/8 40 47 28 —3.42 260-1,000
R Inferior frontal gyrus 47/46 55 22 -12 —-2.92 468-1,000
R Medial frontal gyrus 25 —-10 22 -22 —2.81 260-1,000
R Anterior cingulate 32 25 37 13 —2.87 364-1,000
R Insula 13 50 12 =7 —3.05 468-1,000
R Superior temporal gyrus 22 55 7 -2 —2.94 468-1,000
R Middle temporal gyrus 19 60 —63 18 —2.66 468-1,000
R Inferior temporal gyrus 20 70 -33 -22 —3.08 468-780
R Middle occipital gyrus 18 50 -78 -7 —2.98 208-1,000
Beta ERD
HO >aMCI £4" (P <0.03)
R Insula 13 45 —38 28 -0.83 52-988
R Supramarginal gyrus 40 50 —43 33 —0.80 104-936
R Posterior cingulate gyrus 31 20 —33 28 —0.80 468-988
R Paracentral lobule 5/3 25 -33 53 —0.77 468-728
L Posterior cingulate gyrus 31 —10 —28 38 —0.84 468-780
L Precuneus 7/5 -10 —43 53 —0.76 468-728
(P <0.05)
L Middle temporal gyrus 21 —60 —63 3 —1.06 52-988
L Inferior temporal gyrus 37 —65 —58 -7 —1.01 208-988
20 —65 —23 —22 —0.85 520-988

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the indicated peak voxel and the remaining to the areas contributing the most. Voxel coordinates
are in MNI space. L = left; R = right; HO = healthy older; aMCI = amnestic mild cognitive impairment.

cases = 500-1,000 ms), and for the group effect 516 ms-15.75
Hz (although differences were significant in the 250-750-ms
interval, time window for localization was 400-900 ms because
significant beta power decreases with respect to baseline were
evident in the latter window but not in the former one). The
scalp distribution of #values corresponding to these time-
frequency bins is illustrated in Figure 2B. These EEG signals
will be hereinafter referred as theta (4.75 Hz), low alpha (8.5
Hz), high alpha (13.5 Hz), and beta (15.75 Hz).

Changes in Cortical Oscillations at the Source
Level

Effect of group and APOE &4 genotype

HO showed decreased high-alpha power (increased high-alpha
ERD) than aMCI over a vast cortical network in the right hemi-
sphere (Pausier-correcied < 0.002) spanning frontal areas during the
major part of the encoding interval, temporal regions from
around 400 ms after face onset to the end of the interval, and
parieto-occipital areas around the 500-700-ms interval. As illus-
trated in Figures 3A,B, these differences were mainly due to the
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contribution of aMCI £4*. In fact, when HO were compared to
aMCI €4, differences were restricted to lateral and medial parts
of the right frontal lobe (see Table 2 and Fig. 3B). The time
course of representative cortical sources of this activity is illustrated
in Figures 3D-E.

HO further showed increased beta ERD in comparison to
aMCI e4% in lateral regions of the left temporal lobe in most
of the analyzed time interval as well as in medial regions of the
bilateral parietal lobe within the 500-1,000-ms time interval
(see Figs. 3C,E and Table 2). Interestingly, aMCI €4~ also
showed higher beta ERD than aMCI £4" in these same regions
(Pouster-comecied < 10719 In this particular case, differences were
mostly significant in the 750-1,000-ms interval, and extended
to lateral and medial regions of the right hemisphere (data not
shown).

Effect of semantic congruence

Consistently with results obtained at the sensor level, encod-
ing of SCF relative to SIF was paralleled by theta power
increases (enhanced ERS) and alpha power decreases (enhanced
ERD) in both HO and aMCI subjects. But the most
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Cortical Regions Showing the Highest Effect of Semantic Congruence on High-Alpha ERD During Successful Encoding in Each Group

Separately
Contrast (group) Pejuster-corrected Cortical region BA x y z t Time interval (ms)
SCF > SIF (HO) P <0.05
R Fusiform gyrus 20 50 -33 -22 —4.31 676-1,000
R Middle temporal gyrus 37 65 —53 -12 —2.89 728-884
SCF>SIF (aMCI e47) P <0.03
R Superior parietal lobe 7 25 —43 63 —4.69 520-936
R Supramarginal gyrus 40 55 —43 33 —3.30 624-832
R Lingual gyrus 18 25 —78 -7 —3.47 624-832
R Posterior cingulate gyrus 31 20 -23 43 —3.46 728-884
R Middle occipital gyrus 18 30 -98 13 —3.09 624-1,000
R Parahippocampal gyrus 35 30 —23 -22 —2.50 676-884
SCF>SIF (aMCl e4") P < 0.04
L Inferior frontal gyrus 47 —45 32 -7 —7.83 0-832
L Middle frontal gyrus 46 -50 42 8 —5.80 0-1,000
L Medial frontal gyrus 10 -15 57 -2 —4.43 0-1,000
L Superior frontal gyrus 10 15 72 3 —3.51 468-884

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the indicated peak voxel and the remaining to the areas contributing the most. Voxel coordinates
are in MNI space. L = left; R = right; HO = healthy older; aMCI = amnestic mild cognitive impairment.

interesting results were obtained when the effect of semantic
congruence on EEG oscillatory activity was evaluated in the
high-alpha band for each group separately. As shown in Table
3 and illustrated in Figure 4A, HO showed decreased high-
alpha power in the right fusiform gyrus and right middle tem-

A High-alpha ERD: SCF > SIF

FIGURE 4.  Main effect of semantic congruence on high-alpha
ERD at the source level. (A) Statistical nonparametric maps show-
ing higher ERD in the high-alpha band for SCF than for SIF in
blue for HO, in green for aMCI €4, and in red for aMCI e4t.
Peak voxels of significant clusters are listed in Table 3. (B) Time
reconstruction of cortical high-alpha sources for peak voxels repre-
sentative of differences between SCF and SIF in aMCI €4 (green
vs. black; right supramarginal gyrus [rSG]; BA 40; [x y 2] = [55

poral gyrus, whereas the pattern of power decreases in aMCI
€4” extended to lateral areas of the right parietal lobe and
medial areas of the occipital and temporal lobe. Finally, in the
case of aMCI g4, encoding of SCF induced higher high-

alpha ERD in ventromedial and ventrolateral areas of the

B

face 1sG

o N

t- normalized power
Y

& &

NB

t- normalized power
N o

IS

Time (ms)

—43 33]) and e4% (red vs. black; left superior frontal gyrus
[ISFG]; BA 10; [15 72 3]). Green- and pink-shadow vertical bars
indicate the time intervals where the two semantic conditions were
significantly different after correcting for multiple comparisons
across time (P<0.05). L =left; R =right. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.
com.]
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A Correlation between alpha ERD and associative memory
msm HO (high-alpha ERD) = aMCl ¢4 (low-alpha ERD) == aMCl &4 (high-alpha ERD)
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FIGURE 5. Relationship between alpha oscillations and asso-  significant clusters are listed in Table 4. (C) Scatterplots showing

ciative memory. (A) Statistical nonparametric maps showing the
significant Spearman correlations resulting from regression analy-
ses between alpha ERD and associative d across subjects. Blue
and red spots correspond to significant correlations with high-
alpha ERD in HO and in aMCI €47, respectively. Green spots
show significant correlations with low-alpha ERD in aMCI &4~
(B) Statistical nonparametric maps showing significant differences
between the regression slopes of HO and aMCI €4~ either for
low-alpha ERD (green) or high-alpha ERD (red). Peak voxels of

prefrontal cortex bilaterally. Significant differences between
SCF and SIF were observed in practically the whole interval of
interest (01,000 ms after face onset) for the aMCI 4™ group,
whereas they were mostly restricted to the 500-1,000-ms inter-
val in the other two groups. The time course of representative
cortical sources for aMCI individuals on the basis of the pres-
ence/absence of the €4 allele is illustrated in Figure 4B.

Encoding-related EEG oscillations related to
memory performance in the visuospatial task

Although no group showed a significant relationship
between associative memory and the power of brain oscillations
at the sensor level, analysis at the source level and on the
reconstructed time-domain signals indicated that regional
decreases of low-alpha power were accompanied by improve-

Hippocampus

188

differences in the regression slopes for representative peak voxels
corresponding to the left middle frontal gyrus (IMFG; BA 6; [x y
z] = [—35 12 63]), left angular gyrus (IAG; [—45 —73 28]), left
parahipocampal gyrus (IPHG; BA 34; [—40 —43 3]), and right
posterior cingulate (rPCC; BA 305 [5 —68 13]). IL = lateral left;
IR = lateral right; mL = medial left; mR = medial right. [Color fig-
ure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]

ments of associative memory (associative ) in HO and aMCI
€4~, but not in aMCI e4™ (Fig. 5A). At first sight, two results
capture our attention. On the one hand, aMCI €4~ recruit
larger regions than HO during successful encoding of face-
location associations that later contributed to memory recogni-
tion. And on the other, and in spite of the high overlapping in
the medial areas of the parieto-occipital lobe, there are cortical
areas that are specifically recruited by either HO, like anterior
cingulate and lateral regions of the right temporal cortex, or by
aMCI €47, particularly frontolateral and mesiotemporal
regions in the left hemisphere as well as lateral areas in the
parieto-occipital cortex bilaterally.

When we performed voxel-wise comparisons of the regres-
sion slopes between HO and aMCI €47, correlations were
always stronger in the latter group. The localization and time
interval of these differences for low- and high-alpha oscillations



Anexo |. Hippocampus

TABLE 4.

APOE €4-RELATED OSCILLATIONS DURING SUCCESSFUL ENCODING

1003

Cortical Regions Showing Significant Differences after Comparing the Regression Slopes of HO and aMCI (Resulting from Correlations

between Changes in Alpha ERD and Associative d’)

Frequency of ERD Contrast

(Pcluster-corrected) Brain region BA x y z t Time interval (ms)
Low-alpha ERD
HO <aMCI e4™ (P <0.03)
L Superior frontal gyrus 9 0 62 23 1.90 884-1,000
L Middle frontal gyrus 6 -35 12 63 2.59 728-1,000
L Precentral gyrus 4 -25 —18 63 2.50 52-1,000
L Poscentral gyrus 3 -25 —23 68 2.47 156~1,000
L Supramarginal gyrus 40 —65 —43 33 2.98 572-1,000
L Parahippocampal gyrus 19/34 —40 —43 3 2.37 676-1,000
High-alpha ERD
HO <aMCI e4™ (P <0.001)
L Angular gyrus 39 —45 =73 28 3.32 676-1,000
L Middle occipital gyrus 19 —30 —88 18 4.37 520-1,000
R Posterior cingulate 30 5 —68 13 3.10 364-1,000
R/L Precuneus 7 30 -78 53 2.59 520-832
L Cuneus 30/19 0 =73 13 3.18 364-1,000
R Cuneus 19 30 —88 38 2.66 728-1,000
aMCI 4~ >aMCl e4" (P <0.03)
L Middle occipital gyrus 19 =35 —88 18 -3.73 364-884

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the indicated peak voxel and the remaining to the areas contributing the most. Voxel coordinates
are in MNI space. ERD = event-related desynchronization; L = left; R = right; HO = healthy older; aMCI = amnestic mild cognitive impairment.

are specified in Table 4. Figure 5B shows the cortical areas
where regression slopes differed between these two groups.
Differences in the low-alpha band were observed in the para-
hippocampal gyrus, temporoparietal junction, and frontal eye
fields of the left hemisphere, whereas in the high-alpha band
these differences were mostly evident in the right fusiform
gyrus, right medial aspects of the occipital cortex along with
lateral and medial aspects of the dorsal posterior parietal cortex
in the two hemispheres. Scatterplots for representative voxels
are illustrated in Figure 5C.

No significant correlations between semantic d’ and power
changes of theta, alpha or beta oscillations were found.
However, and in agreement with behavioral results showing
that group differences were only evident for SCF, we found
that high-alpha power decreases in different cortical regions in
each group were negatively correlated with the accuracy index
d’ for SCF (see Fig. 6). As indicated in Table 5, memory for
SCF in HO was related to changes in high-alpha power in lat-
eral and medial regions of the right hemisphere spanning the
fusiform gyrus and adjacent parahippocampal gyrus between
468 and 884 ms, the superior temporal gyrus between 468 and
936 ms, and the adjacent anterior insula between 520 and 624
ms. In the case of aMCI €47, only the right inferior parietal
lobe showed a significant relationship with performance
between 728 and 988 ms. Interestingly, and in line with the
lack of congruency benefic in aMCI €47, the ventrolateral and
ventromedial prefrontal cortex showed a significant relationship

Correlation between high-alpha ERD and
memory for SCF

FIGURE 6. Statistical non-parametric maps showing the signifi-
cant Spearman correlations resulting from regression analyses between
high-alpha ERD and & for SCF across subjects. Results in blue corre-
spond to significant correlations in HO, significant correlations in
aMCI e4-appear in green, whereas those in red correspond to aMCI
€4". Peak voxels of significant clusters are listed in Table 5.
A = anterior; aR = anterior right; IR =lateral rightt mR = medial
right; P = posterior; VR = ventral right. [Color figure can be viewed
in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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TABLE 5.

Cortical Regions Showing Significant Correlations between High-Alpha ERD and d’ for either Semantically Congruent or Incongruent Faces in

Each Group Separately

Group (Congruence) Pejuster-corrected

Brain region BA X y z r Time interval (ms)
HO (SCF) P <0.04

R Fusiform gyrus 20 45 —38 —17 —0.55 468-884

R Superior temporal gyrus 38/22 50 2 —22 —0.45 468-936

R Insula 13 50 -3 -2 —0.44 520-624
aMCI €4~ (SCF) P < 0.0001

R IPL 40 55 —48 38 —0.54 728-1,000
aMCI &4 (SCF) P < 0.001

R Superior frontal gyrus 10 20 67 3 —0.77 0-884

R Medial frontal gyrus 10 15 72 -7 —0.67 260-1,000
aMClI e4" (SIF) P <0.018

R Superior frontal gyrus 10 35 57 13 -0.75 520-832

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the indicated peak voxel and the remaining to the areas contributing the most. Voxel coordinates

are in MNI space. L = left; R = right; SCF = semantically congruent faces; SIF = semantically incongruent faces; HO = healthy older; aMCI = amnestic mild cog-

nitive impairment.

with memory performance for both SCF in almost the whole
interval of interest and for SIF between 520 and 832 ms.

DISCUSSION

The present study has confirmed that the aMCI status,
together with the presence of the APOE €4 genotype, reduces
the beneficial role of pre-existing knowledge in the formation
of new episodic memories (Atienza et al., 2011a). This,
together with the fact that the three groups (HO, aMCI €47,
and aMCI €47) performed similarly on conceptual priming
and associative recognition for SIF, reinforces the idea that the
relationship between semantic and episodic memory systems
might be more precise than an independent evaluation of both
systems in distinguishing the cognitive phenotype of aMCI &4
carriers and noncarriers.

These differences in cognitive function supposedly result
from regionally specific structural and functional changes asso-
ciated to AD pathology that are further potentiated by the
APOE &4 status (Foster et al., 2013). In accordance with the
functional deficit, only aMCI €4t showed decreased neural
activation, as revealed by smaller ERD in two frequency bands
tightly related to semantic encoding like alpha and beta
(Hanslmayer et al., 2009). Particularly, aMCI 4" showed
smaller beta ERD than HO in lateral regions of the left hemi-
sphere, and smaller high-alpha ERD in medial, ventrolateral,
and anterior regions of the right temporal lobe (Fig. 3), the lat-
ter being the same cortical regions that contributed to the con-
gruency benefit in HO (Fig. 6). These findings not only could
account for the lack of congruency benefit in these individuals,
but also are consistent with results from a lesion study showing
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a clear congruency benefit in amnesic patients with damage in
the medial temporal lobe but not in those with lesions that
extended to the lateral temporal lobe (Kan et al., 2009).

This functional deficit may be due to the structural damage
caused by deposits of AR and neurofibrillary tangles in the
temporal lobe years before clinical diagnosis of AD. This
hypothesis is supported by recent evidence showing increased
gray matter atrophy in aMCI €4" compared to noncarriers in
the same areas of the right temporal lobe where our aMCI
£4" showed reduced activation in the high-alpha frequency
band (Goni et al.,, 2013). If we add to these results that the
lateral temporal regions have also shown lower gray matter vol-
ume (Alexander et al., 2012) and hypometabolism (Reiman
et al., 2005) in a sample of cognitively normal £4 several dec-
ades before age- or AD-related cognitive impairment becomes
evident, it is clear that APOE €4 may alter the time course of
changes in processing efficiency and capacity in functional
networks.

In line with the degeneracy model proposed by Price and
Friston (2002), carly onset of anatomo-functional alterations in
the temporal lobe related to the APOE genotype might pro-
mote reduction of processing efficiency and capacity in €4 car-
riers, which in turn, could have the effect of impeding
engagement of compensatory mechanisms to prevent perform-
ance from decreasing. For instance, there is evidence that com-
pensation is tightly related to severity of the associative deficit
in both HO (Crespo-Garcia et al., 2012) and MCI individuals
(Clément and Belleville, 2010) when they are split into good
and bad performers. Here, we have shown similar results when
aMCI participants were separated into €4 carriers and noncar-
riers. Although both groups showed a relationship between
memory for SCF and changes in high-alpha power in different
cortical regions (Fig. 6; meaning enhanced activation, see e.g.,
Hanslmayr et al., 2011), only €4~ showed congruency benefit
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and associative memory comparable to HO. Consequently, this
reduced functional efficiency can only be interpreted in terms
of compensation in aMCI €4~, whereas it would be a reflec-
tion of redundant and nonselective neural recruitment in €4

Two lines of evidence support this interpretation. First, only
aMCI €4” showed a selective relationship between enhanced
activation in the right inferior parietal lobe (decreased high-
alpha power) and enhanced memory for SCE The role of this
region in the bottom-up control of attention (e.g., Shomstein,
2012) suggests that it may be recruited to compensate for a
possible deficit of attention in the frontal lobe, as derived from
a reduced activation of theses cortical regions during encoding
when compared to HO (Fig. 3B). On the contrary, aMCI e4"
showed that memory for face-location associations preceded by
congruent cues at encoding were related to enhanced activation
in the lateral and ventromedial prefrontal cortex (Fig. 6), but
this neural enhancement was not accompanied by a significant
congruency benefit at behavioral level, likely because of a defi-
cit in semantic processing during encoding as derived from
group differences (HO vs. aMCI €4™") in activation of tempo-
ral regions (Figs. 3A,C). Second, only aMCI €4~ showed
stronger correlation between associative memory and enhanced
activation (decreased low- and high-alpha power) compared to
HO in a distributed fronto-temporo-parietal network including
cuneus, precuneus, fusiform gyrus, parahipocampal gyrus and
temporo-parietal junction (Fig. 5B). Together, these results sug-
gest that although aMCI €4 showed no reduced activation in
areas of the lateral temporal lobe, crucial for successful encod-
ing of associative memory in HO adults, the underlying degen-
eracy could make this regional recruitment insufficient to fulfill
that goal. Alternatively, aMCI €4 managed to keep cognitive
performance at a high level by engaging attentional, perceptual
and semantic mechanisms in additional neocortical regions.
This is a further demonstration that processing efficiency is
reduced in aMCI €47, but processing capacity is still
preserved.

This raises the question of why aMCI £4" do not recruit
compensatory mechanisms. The presence of the APOE &4
genotype has an important impact on A metabolism and it
probably increases the AD risk by initiating and accelerating
AB accumulation, aggregation and deposition in the brain
(Kim et al., 2009; Liu et al.,, 2013). Evidence suggests that
fibrillar AR burden measured with the Pittsburgh Compound
B (PiB) PET is positively related to APOE €4 gene dose in
HO subjects (Reiman et al., 2009). Although this study also
reported higher AB burden in €4 homozygotes than in €4~ in
a highly distributed network, we would like to remark that €4
heterozygotes (the most prominent isoform in our aMCI sam-
ple) also showed increased AB burden in right lateral parietal
regions, the same cortical regions recruited by our aMCI €4~
as compensatory mechanisms. In particular, the right inferior
parietal lobe and precuneus, two of the regions that contrib-
uted to congruency benefit in aMCI €47, are also among the
cortical regions that best discriminate between stable MCI and
converters to AD (Habert et al., 2011). This result is not sur-
prising if we consider that the precuneus together with the
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adjacent angular gyrus are important modules of the semantic
memory system involved in complex information integration
and knowledge retrieval (Binder et al., 2009). However, the
association between APOE €4 and AP deposition is still under
debate. Indeed, recent evidence indicates that these two factors
may exert independent effects on brain function (Sheline et al.,
2010; Jagust and Landau, 2012; Oh and Jagust, 2013). For
instance, in one of these studies, AR deposition in cognitively
normal older adults disrupted task-dependent functional con-
nectivity of brain regions engaged in successful episodic encod-
ing, but this effect was independent of the APOE €4 allele
(Oh and Jagust, 2013).

Future research with larger cohorts is necessary to disentan-
gle which aspects of the present APOE-related pattern of
results are linked to AB deposition. These studies should fur-
ther address associative and semantic memory separately as well
as episodic-semantic interdependence, in order to determine
whether the extension of damage of this relationship is above
and beyond what is expected from damage of these separate
systems. The present results not only go in that direction but
also point out that differences in the APOE-related cognitive
phenotype in aMCI are accompanied by changes in functional
organization as revealed by task-related changes in brain oscilla-
tions. In particular, we have seen that aMCI €4, unlike car-
riers, are able to maintain memory performance because they
are still able to compensate for reduced processing efficiency by
recruiting distributed cortical areas through alpha and beta
oscillatory cortical networks. The inability of aMCI €4" to
recruit similar compensatory mechanisms is not surprising if
we consider their incapacity to engage normal age-related com-
pensatory processes even at middle age (Filippini et al., 2011).
Nevertheless, previous studies have shown evidence of compen-
sation in cognitively normal €4” even when performance was
equal to or better than that of noncarries (Wishart et al., 2006;
Evans et al., 2014). Therefore, the reduced capacity shown by
aMCI €4™ to improve associative memory when encoding is
supported by pre-existing semantic knowledge is consistent
with the property of this genetic factor to accelerate progression
from MCI to AD in a dose-dependent manner (Xu et al.,
2013). Future research is needed to determine whether this
inability to recruit compensatory mechanisms during encoding
of semantically congruent episodic events is able to predict pro-
gression from MCI to AD.
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APOE €4 in amnestic mild cognitive impairment constrains engagement of
encoding-related compensatory networks
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Supplementary material

SM1. Effect of congruence on phase-locked oscillatory activity at the sensor level

Previous evidence from our lab using the same paradigm with young and older adults
has shown that delta oscillations significantly contribute to the effect of semantic
context on ERPs (Crespo-Garcia et al. 2010, 2012). Here, we have confirmed that
phase-locked delta activity was responsible for ERP differences. More specifically, we
found a significant effect of semantic congruence on the amplitude of the ERPs mainly
over bilateral centro-parieto-occipital regions (C3, C1, CP3, CP1, P3, P1, Pz, P2, PO3,
POz, PO4, POS) in the delta frequency band. The effect of semantic congruence was
comparable in both HO and aMCI participants. This was observed within the 300-368-
ms interval (SIF>SCF) and within the 744-972-ms interval (SCF>SIF) in the control
group (P<0.003), and within 120-404-ms interval (SIF>SCF) and within 640-828-ms
interval (SCF>SIF) in the aMCI group (P<0.05). The PLS did not reveal either group
differences or interaction. Figure SM1 shows grand-average ERPs and phase-locked

delta oscillations for each condition of semantic congruence in HO and aMCI subjects.
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Figure SM1. Effect of semantic congruence on ERP amplitude (top panel) and on the normalized
spectral power of phase-locked oscillatory EEG activity for HO and aMCI subjects. Pink-shadow
vertical squares indicate the time intervals where the amplitude of SCF (black line) was
significantly higher compared to SIF (red line). The spatial distribution of the effect and sensors
where the Partial Least Square (PLS) revealed significant differences are shown in the power
distribution maps. SCF = semantically congruent faces; SIF = semantically incongruent faces.
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SM2. Modelling the sources of EEG oscillations

Before localizing the sources of the oscillatory activity of interest, we extracted the
constant field distributions of non-phase locked oscillatory activity within the different
frequency bins of interest from single trials (Guderian and Diizel 2005). For this, we
first calculated phase differences between sensor pairs at each time point of each single
trial for the frequency bin showing the maximum statistic after averaging the sensors
where PLS yielded significant differences. In particular, this procedure calculates the
phase lag index of all the sensors with respect to the sensor showing the maximum
power on each subject. Next, we applied the inverse wavelet transformation that uses
Morlet wavelets to bring oscillatory amplitude information back to the time domain.
Consequently, the field distribution includes both absolute amplitude and phase
information (for more details on the phase alignment procedure, see Guderian and

Diizel 2005).

To estimate the associated source EEG activity of the selected interval we used a
beamforming approach with multiple constraints adapted to each individual data. A
beamformer is a spatial filtering method designed to pass brain electrical activity from a
specific location by attenuating contributions from other locations (e.g., Van Veen et al.
1997). To avoid beamformer typical difficulty in separating source-EEG activities
highly correlated in time, the leadfield matrix (L) containing the sensor potentials
produced by a unit-magnitude source located at the studied location was extended to
include equivalent information regarding the sources to be suppressed. To obtain the
interfering locations without a priori knowledge, the dual-core beamformer approach
was applied (Diwakar et al. 2011). This procedure allows us to identify the main pairs
of correlated sources that co-exist in each individual dataset. We performed 1000

searches for each dataset and selected all source pairs found in more than 1.5% of the
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searches, separated by a vector distance higher than 5 cm. Afterwards, a multiple-
constrained beamformer with correlated source suppression was applied to compute the
ultimate spatial filters required for localizing the oscillatory brain activity. As a result,
spatial filters were obtained from the time-of-interest and baseline mean covariate
matrices, respectively, to which each semantic condition contributed 50%. These spatial
filters were then applied to corresponding single-trial covariate matrices, generating
pseudo-z maps for each trial. Pseudo-z maps were computed as time-of-interest/baseline
power map ratios, similar to the neural activity index used by Van Veen et al. (1997).
This normalization step is required to reduce the undesired contribution of noise power,

which increases with depth and distance from sensors (Vrba and Robinson 2001).

SM3. Group differences in the power of non-phase beta oscillations at the source
level

Table SM1. Anatomical location of group differences in the power of sources of beta ERD
during successful encoding.

Contrast (Pejuster-corrected) Time interval
Cortical region BA . Y z ! (ms)

HO > aMCI (P < 0.02)
R Sup. frontal gyrus 6 35 2 68 -3.66 0-1000
R Mid. frontal gyrus 8 45 32 43 -3.49 312-936
R Inf. frontal gyrus 47/46/45 55 22 -17 -2.83 156-1000
R Cingulate gyrus 32 10 32 23 -3.74 260-1000
R Sup. temporal gyrus 22/39 55 2 -7 -3.19 364-1000
R Mid. temporal gyrus ~ 21/39 70 -38 -17 -3.28 468-1000
R Inf. temporal gyrus 20 65 -33 =22 -3.31 468-832
R Fusiform gyrus 20 40 -38 220 277 364-1000
R Inf. parietal lobe 40 60 -43 53 -2.24 572-676
R Mid. occipital gyrus 19 55 -73 -7 -2.78 468-780

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the reported peak voxel and
the following refers to the areas contributing the most. Voxel coordinates are in MNI space.
ERD = event-related desynchronization. L = left. R = right.
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SM4. Effect of congruence on the power of non-phase oscillations at the source level

As indicated in Table SM1 and illustrated in Figure SM2, the source analysis revealed
higher theta ERS for SCF than for SIF in regions of the left anterior temporal lobe,
although only the inferior temporal gyrus showed significant differences after time
reconstruction between 312 and 780 ms following face onset. These differences were
also significant within a fronto-temporal network in the right hemisphere including the
supramarginal gyrus (624-832 ms), and the anterior insula or the dorsolateral prefrontal
cortex (520-728 ms and 468-1000 ms, respectively) (Peuster-correctea<0.01). The effect of
semantic congruence on theta power was also evident in regions of the medial prefrontal
cortex, but did not survive after time-domain reconstruction. Higher alpha ERD for SCF
than for SIF was observed in a right fronto-temporal network between 500-1000 ms
following face onset (Puster-correctea<0.02). The same contrast yielded significant
differences in beta within a similar time interval in bilateral frontal areas and temporal
regions of the right hemisphere (P iuser-correctea<0.02). Figure SM2 illustrates the effect
of congruence on time domain for a representative voxel corresponding to each

frequency band.
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Table SM2. Anatomical location of semantic congruence effects on the power of source
oscillations at different frequencies during successful encoding.

Frequency band

Time
Contrast (Petuster-corrected) BA x Y z t interval
Cortical region (ms)
Theta ERS
SCF > SIF (P <0.01)
R Mid. frontal gyrus 9 60 17 33 3.91 468-1000
R Precentral gyrus 6/4 45 -3 28 3.94 520-884
R Insula 13 45 2 -2 2.79 520-728
L Inf. temporal gyrus 20 -45 -13 -22 3.53 312-780
R Supramarginal gyrus 40 50 -28 38 2.25 624-832
Alpha ERD
SCF > SIF (P<0.02)
R Inf. frontal gyrus 44/46/47 55 2 13 -3.68 572-884
R Medial frontal gyrus 11 10 32 -22 -2.71 676-780
R Insula 13 50 -3 8 -3.62 572-884
R Sup. temporal gyrus 38 60 12 -17 -2.41 624-832
R Mid. temporal gyrus 21 60 -8 -22 -3.23 572-1000
R Inf. temporal gyrus 20 65 -48 -12 -3.29 572-1000
R Parahipp. gyrus 28 25 -18 -22 -3.31 676-780
Beta ERD
SCF > SIF (P < 0.02)
L Sup. frontal gyrus 9 -5 72 23 -3 676-1000
R Sup. frontal gyrus 8 15 47 38 -2.91 468-1000
L Mid. frontal gyrus 6 -20 22 63 -2.94 468-1000
L Inf. frontal gyrus 47 -40 22 -22 -2.75 728-1000
R Medial frontal gyrus 8 10 42 33 -2.86 468-1000
L Anterior cingulate 32 -5 52 -2 -3.3 676-1000
R Inf. temporal gyrus 37 55 -43 -22 -2.84 728-936
R Fusiform gyrus 20 45 -33 -22 -3.0 728-936
R Lingual gyrus 18 5 -103 -12 -2.58 572-936
R Parahipp. gyrus 36 40 -28 -22 -2.99 728-936

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the reported peak voxel and
the following refers to the areas contributing the most. Voxel coordinates are in MNI space.
ERS = event-related synchronization. ERD = event-related desynchronization. L = left. R =
right.
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Figure SM2. Effect of semantic congruence on cortical EEG sources of different frequency
bands. Right panel: time domain reconstruction of t-normalized power for one of the voxels
reached the maximal significance at source level. Left panel: Regional distribution of significant
differences between SCF and SIF at different frequency bands after correcting for multiple
comparisons. Voxels showing maxima statistics in each cluster for each contrast are shown in
Table SM2. Note that the result of the congruence contrast for theta power is positive because
power enhancement with respect to baseline (event-related synchronization, ERS) was higher for
SCF than for SIF, whereas for alpha and beta frequencies, higher power decreases with respect to
baseline (event-related desynchronization, ERD) were more evident for SCF than for SIF. Both
theta power increases and alpha/beta power decreases are interpreted as increased neural
activation.
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SMS5. Relationship between changes in alpha/beta power during successful encoding
and performance in the associative memory task.

Table SM3. Anatomical location of correlation between alpha/beta power and associative d’ in

both HO and aMCI 4.
Frequency band
Group (Pcluster—corrected) BA X y z Time

. . interval (ms)
Cortical region

Alpha ERD
aMCI &4™ (P < 0.003)
L Postcentral gyrus 3 -25 -23 63 -0.52 104-1000
L Precuneus 7 -10 -63 43 -0.51 52-1000
L Post. cingulate 29/31/23 -5 -48 18 -0.46 676-1000
L Parahipp. gyrus 28 -20 -18 22 -042 520-1000
L Mid. frontal gyrus 6 -25 7 43 -0.42 520-1000
R Lingual gyrus 19 10 -63 3 -0.40 728-832
L Cuneus 18 0 -83 33 -0.40 728-1000
Beta ERD
HO (P <0.02)
L Post. cingulate 29 -5 -43 8 -0.59 624-1000
L Cuneus 18 -10 =78 23 -0.59 364-1000
L Parahip. gyrus 18 -25 -58 8 -0.58 468-1000
L Mid. temporal gyrus 37 -45 -63 13 -0.55 520-1000
R Fusiform gyrus 20 50 -28 -22 -0.55 52-1000
L Sup. temporal gyrus 20 -60 -58 23 -0.55 468-1000

aMCl &4 (P <0.04)

R Precuneus 19/7 50 -68 48  -0.47 312-1000
R Cuneus 19 25 -83 43 -045 312-1000
R Mid. temporal gyrus 39 40 -58 33 -0.44 260-1000
R Angular gyrus 39 45 -58 38 -0.42 208-884

R Post. cingulate 31 30 -63 23 -0.42 156-1000
R Sup. temporal gyrus 22 40 -58 13 -042 416-1000

Notes: BA: Brodmann area. The first reported BA corresponds to the reported peak voxel and the
following refers to the areas contributing the most. Voxel coordinates are in MNI space. ERS =
event-related synchronization. ERD = event-related desynchronization. L = left. R = right.
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Atrophy of amygdala and abnormal
memory-related alpha oscillations
~over posterior cingulate predict
weseiveconversion to Alzheimer’s disease
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Laura Prieto del Val, Jose L. Cantero & Mercedes Atienza

. Synaptic dysfunction, a key pathophysiological hallmark of Alzheimer’s disease (AD), may account

. for abnormal memory-related EEG patterns in prodromal AD. Here, we investigate to what extent

. oscillatory EEG changes during memory encoding and/or retrieval enhance the accuracy of medial

: temporal lobe (MTL) atrophy in predicting conversion from amnestic mild cognitive impairment (aMCl)

. to AD. As expected, aMCl individuals that, within a 2-year follow-up period, developed dementia

: (N=16) compared to healthy older (HO) (N = 26) and stable aMCI (N =18) showed poorer associative
memory, greater MTL atrophy, and lower capacity to recruit alpha oscillatory cortical networks.
Interestingly, encoding-induced abnormal alpha desynchronized activity over the posterior cingulate
cortex (PCC) at baseline showed significantly higher accuracy in predicting AD than the magnitude of

. amygdala atrophy. Nevertheless, the best accuracy was obtained when the two markers were fitted

. into the model (sensitivity = 78%, specificity = 82%). These results support the idea that synaptic

© integrity/function in the PCC is affected during prodromal AD and has the potential of improving early
detection when combined with MRI biomarkers.

. AD has now reached the loaded position of being recognized as a public worldwide health priority. In the

. absence of an effective therapy, reliable approaches to early diagnosis provide the best opportunity for future

. disease-modifying treatments to prevent and/or delay irreversible pathological changes'2. Consistent with this

. view, new research criteria for preclinical AD have included biomarkers of neurodegeneration and amyloid-3 (AB)

. deposition. Converging evidence suggests that they are quite heterogeneous in predicting progression to AD,
supporting the idea that different biomarkers become abnormal at different stages of the disease>.

Even though the two major proteinopathies underlying AD, A3 accumulation and neurofibrillary tangles,

may be initiated independently’, they both cause neuronal and synapse loss in the very early stages of the dis-
. ease’, leading to progressive dysfunction of neural networks controlling memory processes. Accordingly, func-
. tional magnetic resonance imaging (fMRI) studies have provided correlates of heightened AB burden in clinically
: normal adults associated with abnormal patterns of resting-state functional connectivity®® and with functional
. deficits in brain areas subserving memory®-'. This evidence has recently been extended to resting-state cortical
. networks in MCI'>"%,
: Whereas fMRI has the capacity to measure hemodynamic responses associated with neuronal activity, EEG/
: MEG recordings provide a more direct measure of synaptic activity in cortical regions. It is, therefore, no wonder
. that EEG oscillations in a working-memory task'4 and a resting-state condition with closed eyes! were highly
© accurate in distinguishing at baseline stable MCI from those that developed AD one year later. However, to the
. best of our knowledge, no study to date has evaluated whether abnormal EEG oscillations associated with epi-
. sodic/semantic memory impairment are also able to predict the risk of conversion from MCI to AD.

We hypothesize that power modulations of posterior EEG alpha sources associated with memory perfor-
© mance would be a good predictor of dementia in aMCI, especially if they are combined with MRI biomark-
. ers of AD. Various lines of research support this hypothesis. Firstly, results derived from computational models
. have shown that cortical and thalamic oscillations in the alpha band are significantly affected by corticocortical

Laboratory of Functional Neuroscience, CIBERNED, Network Center for Biomedical Research in Neurodegenerative
. Diseases, Pablo de Olavide University, Seville, Spain. Correspondence and requests for materials should be addressed
© to M.A. (email: matirui@upo.es)
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synaptic loss'®!’. Secondly, cognitive decline in aMCI has been associated with anomalies in the power (or phase
synchrony) of posterior alpha sources during both conditions of resting state'®!” and memory encoding®. And
thirdly, there is evidence that abnormal alpha EEG oscillations are a functional reflection of cortical/subcortical
atrophy across the disease?'~**, and particularly of the hippocampal®® and amygdalo-hippocampal complex atro-
phy?’, so prediction is expected to improve if atrophy of MTL structures is incorporated into the model.

Materials and Methods

Subjects.  Sixty subjects were recruited from senior’s citizen associations, normal community health screen-
ing, and hospital outpatient services. All participants were right-handed. Twenty-six were cognitively normal
controls and 34 met core clinical criteria for aMCI due to Alzheimer’s disease with an intermediate level of cer-
tainty?®. Individuals with aMCI were divided into an “aMCI-converter” group (aMCI-c) that progressed to AD
within a 2-year follow-up (N=16), and an “aMClI-stable” group (aMCI-s) that remained stable during this time
period (N =18). Before participation, they gave informed consent to the experimental protocol approved by the
Ethical Committee for Human Research at the Pablo de Olavide University according to the principles outlined in
the Declaration of Helsinki. The methods were carried out in accordance with the approved guidelines. Inclusion
and exclusion criteria for each one of these groups are described in Supplementary Material 1.

Structural MRI acquisition and processing. Two 3D T1-weighted magnetization-prepared rapid gra-
dient echo (MP-RAGE) images (repetition time = 8.5 ms, echo time =4 ms, flip angle = 8°, matrix dimensions
256 x 192, 184 contiguous sagittal 1.2-mm-thick slices, and time per acquisition = 5.4 min) were acquired on
a whole-body Philips Intera 1.5-T MRI scanner (Philips, The Netherlands), and were averaged after motion
correction.

Cerebral MRI data were preprocessed using Freesurfer v5.3 (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). Removal
of non-brain tissues was manually performed on a slice-by-slice basis in each participant to increase the accuracy
of segmentation. Volumetric measures (mm?*) were obtained for left and right sides of the hippocampus and
amygdala, two MTL regions that have shown reduced volume in aMCI patients that progressed to AD at 1-year
follow-up?.

Experimental paradigm to evaluate associative memory. The experimental paradigm used to
assess associative memory is described in detail elsewhere®. Briefly, during the encoding task, participants
were instructed to indicate whether or not the face (famous or non-famous), presented in one of four possi-
ble locations, matched the biographical cue presented immediately before in the same location. The biograph-
ical cue could be semantically congruent or incongruent with the face. Next, subjects performed a conceptual
priming task, where all faces were presented in the same spatial location as in the encoding task, but they were
not preceded by any biographical cue. Participants were asked to identify as accurately and quickly as possible
whether a face corresponded to a famous or non-famous person. Finally, faces were presented again without any
preceding cue in the memory task, either at the same location as in previous phases or at any of the three remain-
ing locations. For each face, participants were required to identify as quickly and accurately as possible whether
or not they matched the previous location.

Behavioral measures. Measures of recognition accuracy (d’) were computed not only for semantically con-
gruent faces (SCF) and semantically incongruent faces (SIF) separately, but also for the combination of these two
conditions to obtain a measure of global episodic memory for famous faces (associative d’). We also computed
an index that quantified the congruency benefit as revealed by differences in d’ between semantically congruent
and incongruent faces (semantic &’). In all cases, d’ resulted from subtracting the z-score for the false alarm rate
from the z-score for the hit rate. We further evaluated reaction times (RT) for correct responses to intact and
rearranged face-spatial location associations (hits and correct rejections, respectively).

EEG recordings and signal preprocessing. EEG recordings were obtained from 59 scalp electrodes ref-
erenced to linked-mastoids, and positioned according to the extended International 10-20 system. Additional
electrodes were placed for monitoring vertical-horizontal eye movements and the muscular tone. Skin-electrode
impedances were maintained below 5K€ in EEG sensors. Ocular and muscle artifacts were partially removed
from EEG recordings by applying Independent Component Analysis (ICA, Infomax algorithm) as implemented
in the BrainVision Analyzer software v. 1.05 (Brain Products® GmbH). The remaining noisy epochs were man-
ually selected and excluded from further analyses. Artifact-free epochs were then transformed into the common
average reference. As participants are expected to recognize a higher number of congruent than incongruent tri-
als, differences in EEG oscillations could be partially due to differences in the signal-to-noise ratio. To counteract
this effect, we included in the analysis an identical number of trials in each congruence condition for each subject,
provided that they were correctly recognized in at least two trials during the memory task. The mean number of
trials + standard deviation was 55.7 £ 12.8 for HO, 46.1 & 15.0 for aMCI-s, and 38.8 4 12.5 for aMCl-c.

Time-frequency representation of EEG data. The Fieldtrip toolbox (http:/fieldtrip.fcdonders.nl/) was
used to calculate baseline-corrected time-frequency representations (TFR) of spectral power across trials for each
semantic condition and group. As growing evidence suggests that brain oscillations below 20 Hz are one of the
core mechanisms of episodic memory®!, we analyzed spectro-temporal information of frequencies ranging from
2to 25 Hz by using a Morlet wavelet of 6 cycles. Next, we obtained task-related TFR of power decreases/increases
relative to baseline defined from —2100 to —1600 ms and from —600 to —100 ms with respect to face onset during
the encoding and memory task, respectively. When transformed to percentage, these normalized power values
are equivalent to the event-related desynchronization/event-related synchronization (ERD/ERS) measure®2.
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Statistical analysis. Behavior. Statistical analysis of behavioral data was conducted using SPSS software
package (Version 22.0; SPSS inc., USA). Group differences in gender were assessed with the Chi-square test while
the remaining variables were tested using one-way analyses of variance (ANOVAs) with group (HO, aMCI-s,
and aMCI-c) as the between-subjects factor. Results derived from the memory task were evaluated with a mixed
analysis of covariance (ANCOVA) including group as the between-subjects factor, semantic cue (SCF and SIF)
as the within-subjects factor, and age as nuisance. Post-hoc comparisons were performed with the Bonferroni
correction.

MRI volume of the hippocampus and amygdala. Mixed ANCOVAs with group as the between-subjects factor,
hemisphere as the within-subjects factor, and age and total intracranial volume (ICV) as nuisance variables were
performed to identify group differences in the volume of the hippocampus and amygdala.

EEG oscillations. We first computed the partial-least square (PLS) at the sensor level to identify the strongest
statistical effects in frequency, time, and space domains simultaneously, by using the PLScmd Matlab toolbox
(http://www.rotman-baycrest.on.ca/pls/). This multivariate statistical technique attempts to explain the covari-
ance between two blocks of explanatory (i.e., contrasts or memory indices like associative and semantic d’) and
dependent variables (i.e., normalized EEG activity) by a small number of uncorrelated variables known as latent
vectors. This approach was employed to evaluate: i) differences in EEG oscillations with respect to the baseline
period, ii) differences in EEG oscillations between HO and aMCI, ii) differences in EEG oscillations between
aMCI-s and aMCI-c, and iv) the relationship between behavioral data in the memory task and EEG oscillations.
The whole statistical procedure is explained in detail in Supplementary Material 2.

Cortical EEG sources were only estimated in those spectro-temporal windows showing significant group
differences (HO vs. aMCI or aMCI-s vs. aMCI-c) and/or significant increases/decreases of normalized power
with respect to the baseline period. To this aim, we applied a beamforming approach with multiple constraints
adapted to each individual data (see Supplementary Material 3). Further details related to the statistical approach
employed at the source level are described in Supplementary Material 4.

Regression analysis to predict conversion from aMCI to AD.  Regression analysis included only MRI volumes and/
or EEG measures, either showing significant differences between aMCI-s and aMClI-c, or significant correlations
with performance that distinguished the aMCI groups.

For the EEG measures, we first created spheres with a radius of 3 voxels, the largest radius that allowed us to
avoid inclusion of non-significant values in the sphere while maintaining the voxel showing the local maxima as
center of mass after either comparing the two groups or after correlation with performance for alpha and beta
power during both the encoding and memory task. Next, results of voxels comprising each sphere were averaged.
And finally, we averaged results from different spheres belonging to the same functional area (e.g., left posterior
cingulate cortex).

For each frequency band (i.e., alpha and beta) and task (i.e., encoding and memory), separate forward step-
wise logistic regression analyses, based on the likelihood ratio, were first conducted for clustered regional EEG
measures derived from different contrasts. The same analysis was applied for the total volume of the hippocampus
and amygdala, including the ICV as nuisance variable.

All models were cross-validated with a “leave-10-out” approach, by using 90% of the sample as the training set,
and the remaining 10% as the validation set. To reduce variability, multiple rounds (N = 34) of cross-validation
were performed, and the validation results were averaged over the rounds. The main outcome measure was the
averaged area under the curve (AUC) from the receiver-operating characteristic (ROC) curve with their corre-
sponding confidence intervals. Additionally, we computed averaged overall accuracy, sensitivity, and specificity
based on the cutoff value maximized with the Youden index (sensitivity + specificity — 1). The statistical signifi-
cance of validation results was assessed with permutation testing (N = 10,000).

Every MRI volume that survived the previous analysis was included in an independent logistic regression
analysis with each one of the EEG variables whose predictive value was above the 95™ percentile of the permu-
tation distribution. In these particular cases, the ICV was also included as nuisance variable. All these models
were also subjected to cross-validation and permutation testing. Finally, to determine which of these MRI, EEG,
and MRI + EEG statistical models were better in predicting conversion to AD, we applied the Friedman test and
the Wilcoxon signed-rank test with Bonferroni correction on the AUC and accuracy scores derived from the
cross-validated models. For those models including more than one predictor variable, we determined the relative
contribution of each predictor by applying the relative weight analysis, and calculated bootstrapped confidence
intervals with the bias corrected accelerated method to assess whether the contribution of each predictor was
significantly greater than zero.

Results

Demographic and cognitive profile. Table 1 shows demographic and cognitive data for each group at
baseline. The three groups were statistically homogeneous in age, gender, and education years. As expected, a
main effect of group was found for all cognitive measures including the MMSE (F, 5; =4.4, p < 0.02), immedi-
ate (F, 5;=21.7, p<1077), and delayed memory (F, ;; =41.4, p < 1071, the latter two scores derived from the
Spanish version of the Logical Memory subtest extracted from the Wechsler Memory Scale-Third Edition*. These
differences remained significant after adjusting by age and were mostly due to the better performance shown by
HO, although aMCI-c also showed poorer delayed memory when compared with aMCI-s (p < 0.002).

Behavioral results in the associative memory task. The ANCOVA revealed no significant main
effect of congruence for accuracy, but it showed a main effect of group (F, 5 10.8; p <0.0001) and a significant
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HO (n=26) aMCI-s (n=18) aMCI-c (n=16) <
Age, yr 66.7+4.9 68.4+7.1 69.7+6.5 0.3
Gender (F/M) 13/13 13/5 9/7 04
Education, yr 7.3+44 7.3+5.1 7.7+6.3 0.9
CDR 0 0.5 0.5 N/A
MMSE 284+13 268+2.1 26.4+27 0.02
Immediate recall 143431 105423 89427 1077
Delayed recall 132+£29 83+34 45£29 10"
L Hippocampal volume 3220.8+303.4 2837.0+563.5 2556.6+483.7 1074
R Hippocampal volume 3231943555 2981.4+481.0 2701243335 0.001
L Amygdala volume 1437.9+£97.4 1280.3 £281.6 1169.9+178.9 0.001
R Amygdala volume 1459.2 £164.6 1395.8 £229.6 1196.4 £155.7 0.001

Table 1. Demographic data and cognitive profile. Results are expressed as mean =+ SD (standard deviation).
F/M = female/male. CDR = Clinical Dementia Rating (0 no dementia, 0.5 questionable or very mild dementia).
MMSE = Mini-Mental State Examination. N/A = no applicable; p = p-value indicating a main effect of group
(for hippocampal and amygdala volume, age and intracranial volume were introduced as nuisance).

congruence X group interaction (F, 55 =7.1; p < 0.002). As expected, aMCI-c exhibited poorer memory recog-
nition than aMClI-s (p < 0.001) and HO (p < 0.0001), apart from being the only group that did not benefit from
semantic congruence (Fig. 1A, top panel). Regarding RT data, no main effect of congruence, group, or congru-
ence x group interaction was observed (Fig. 1A, bottom panel).

The absence of congruency benefit shown by the aMCI-c group was unlikely due to a deficiency in automati-
cally accessing semantic information, as revealed by results derived from the conceptual priming task. HO were
more accurate than aMCI-c (p < 0.01) as suggested by the main effect of group (F, 5s=>5.4; p < 0.05). However,
the main effect of congruence on both accuracy (F, 5; =127.3; p<10~") and RT (F, 5, =26.4; p < 10°), and the
lack of congruence x group interaction indicated that all three groups were more accurate and faster in response
to SCF as compared with SIE.

The worst performance shown by the aMCI-c group during retrieval was also unlikely due to deficiencies
in understanding task instructions. Two additional results support this idea. Firstly, no group differences were
found regarding the percentage of omissions (times that people gave no response, HO = 0.1%, aMCI-s = 2.7%,
aMCI-c = 1%). And secondly, although the aMCI-c group showed the lowest percentage of successful perfor-
mance (proportion of hits plus correct rejections) during retrieval (F, 5= 11.6; p < 10~*), we found no significant
group differences in the percentage of correct responses during the encoding (F, 5= 2.4; p=0.1) and conceptual
priming task (F, 5o =2.9; p=0.06).

Volume of hippocampus and amygdala: group differences and relationship with memory. The
ANCOVAs yielded significant group differences for the volume of the hippocampus (F, 5, = 11.4; p < 0.0001)
and amygdala (F,5,=9.6; p < 0.0003). For both MTL structures, HO showed higher volume than any of the
aMCI groups (0.0001 < p < 0.05). However, only for the amygdala, aMCI-c showed greater atrophy than aMCI-s
(p<0.03). The mean and standard deviation values of these two MTL regions in the left and right hemisphere for
each group are shown in Table 1.

Regression analyses across all participants revealed a positive correlation between associative d’ and the vol-
ume of hippocampus and amygdala in the left (0.44 < < 0.51) and right hemisphere (0.0002 < p < 0.00007).
These relationships did not achieve statistical significance when regression was performed within each group sep-
arately. Interestingly, significance was only lost when the aMCI-c group was removed from analyses but not when
one of the two remaining groups was removed. This finding highlights the remarkable contribution of the aMCI-c
group to this relationship, and indicates that the associative deficit becomes evident when the MTL reaches a
certain level of atrophy. The regression analysis with semantic d’ only survived Bonferroni correction for the left
hippocampus (5= 0.36; p=0.006). The scatter plots of the relationship between the residuals of associative mem-
ory and volume of each MTL region after regressing these variables on age and total ICV are depicted in Fig. 1B.

EEG oscillations. Results at the sensor level are described in detail in Supplementary Material 5. Briefly,
HO showed a significant decrease of beta power (i.e., higher beta ERD) compared with aMCI during both the
encoding (14-25Hz; 0-1000 ms; p < 0.04) and retrieval task (13.5-18 Hz; 700-1000 ms; p < 0.05). During mem-
ory recognition, aMCI-s further showed higher alpha ERD than aMCI-c (see Figs S1 and S2, respectively, in
Supplementary Material 5).

The EEG sources responsible for these differences were estimated for 8.5 Hz within 500 and 1000 ms during
both the encoding and retrieval phases, for 15.75 Hz between 400 and 900 ms during encoding, and for 16.25 Hz
between 500 and 1000 ms during retrieval.

Changes in alpha/beta ERD associated with AD progression.  Although changes in alpha/beta oscil-
lations distinguished aMCI-c from the remaining groups, and the aMCI-s group could further be distinguished
from HO on the basis of the relationship between these oscillations and different aspects of memory (see Figs S2, S3
and Tables S1-S4 in Supplementary Material 6), here we will specifically focus on those aspects that allowed us to
discriminate aMCI-s from aMCI-g, since they are the only ones that will be used in prediction analyses.
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Figure 1. Memory performance in the recognition task and associations with hippocampal and amygdala
volumes. (A) Mean accuracy and RT in the face-location memory task. Vertical lines on the bars refer to mean
standard error. Asterisks indicate significant differences between the two conditions of congruency and between
the aMCI-c group and the remaining two groups. (B) Scatter plots depicting correlation between residuals of
associative d’ and residuals of hippocampal or amygdala volume either on the left or right hemisphere after
regressing these variables on age and total ICV. Each color represents one group. Given that regressions only
reached significance when all participants were included in the analysis, only one fitted regression line was
shown for each scatter plot.

During encoding, aMCI-c showed decreased alpha ERD with respect to aMCI-s (P, < 0.02) on a wide-
spread cortical network comprising medial aspects of bilateral frontal and parietal lobes as well as regions in the
left lateral and medial regions of the temporal lobe (Fig. 2A and Table 2). The aMCI-c group also showed lower
alpha ERD (p .- < 0.03) as compared with the aMCI-s group in most of the regions mentioned above during the
memory task. These differences further extended to posterior lateral regions of the right hemisphere. Posterior
cortical regions of the alpha network that distinguished aMCI-s from aMCI-c during both encoding and retrieval
were correlated with associative d’ only in the aMCI-s group (see Table S5 in Supplementary material 7). This find-
ing is illustrated in the scatter plots depicted in Fig. 2B for encoding and retrieval, for both aMCI-s and aMCI-c
individuals. Note that alpha power in the left posterior cingulate cortex during encoding showed the strongest
contribution to regression in the aMCI-s group (R*=0.48; p=0.001).

While encoding associative memories, the aMCI-c group further showed decreased beta ERD (p 5., < 0.006)
with respect to the aMCI-s group over the anterior cingulate bilaterally, left inferior parietal lobe, and some lateral
regions of the right frontal lobe. However, these differences were restricted to the right parahippocampal gyrus
during retrieval (Table 3). Unlike alpha oscillations across cortical networks, beta activity in these brain regions
was unrelated to memory performance.

Group differences in the relationship between beta ERD and memory. Differences in beta ERD
between SCF and SIF during encoding were more strongly correlated with the benefit of semantic congru-
ence in aMCI-s than in aMCI-c over the left inferior parietal lobe (p,., < 0.02), right superior parietal lobe
(Petuster < 0.003), and right middle frontal, precentral, and postcentral gyrus (.., < 0.02) (Fig. 3A and Table 4).
On the contrary, the aMCI-c group showed a stronger correlation compared to aMCI-s over areas of the medial
prefrontal cortex. In this particular case, the higher the activation in these regions in response to SCF with respect
to SIE, the lower the benefit of congruence shown by the aMCI-c group in the memory task.

During retrieval, aMCI-s showed a significantly stronger correlation between beta ERD and associative mem-
ory in a widespread cortical network when compared with aMCI-c (p ., < 0.04) (Fig. 3A, and Table 4). These
differences were firstly evident in the posterior cingulate gyrus bilaterally and in the dorsal motor regions of the
left hemisphere (from 252 ms until the end of the analysis interval), and further extended to the right superior
parietal lobe at about 400 ms and to the inferior parietal and frontal lobe from 500-600 ms onward. Figure 3B
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Figure 2. Topographic distribution of group differences in alpha ERD and correlations with memory
performance. (A) Statistical nonparametric maps showing higher alpha ERD in aMCI-s than in aMCI-c during
encoding and retrieval. (B) Scatter plots illustrating the relationship between residuals of alpha ERD in a voxel
showing local maxima in the group contrast and residuals of memory performance in the recognition task (associative
d), for both aMCI-s and aMCI-c after regressing these variables on age. L=left; R=right; LMTG =left middle
temporal gyrus; LPCC =left posterior cingulate; LAngG =left angular gyrus; *p < 0.05; **p < 0.005; ***p < 0.001.

displays the scatter plots of group differences in the regression slopes between aMCI-s and aMCI-c for a repre-
sentative voxel in the left anterior cingulate and right precuneus.

Predicting conversion from aMCl to AD.  The forward stepwise logistic regression analysis derived from
MRI (i.e., volume of hippocampus and amygdala) and based on the likelihood ratio test reached statistical signif-
icance only when the right amygdala was introduced into the model (x*=9.2, p < 0.01). After conducting similar
analyses for each frequency band (i.e., alpha and beta), only two models integrated by one alpha-generating
source each were significant: one during encoding and the other during retrieval. Both alpha sources not only
distinguished aMCI-s from aMCI-c, but they were also negatively correlated with the associative d” index in
aMCI-s (Fig. 2B). In particular, the model derived from the encoding task included the alpha ERD over the left
posterior cingulate (PCC, BA23 and BA31) (x?=14.2, p <0.0002), whereas the one resulting from the memory
task included the alpha ERD over the left cuneus/precuneus (BA17 and BA7) (x*=11.4, p <0.001). The logis-
tic regression analysis also revealed significant models when the volume of the right amygdala was combined
with the alpha ERD during encoding (x?=18.9, p < 0.0003) and retrieval (x?=15.9, p < 0.001). Table 5 contains
results associated with each one of these single models as well as with the composite models including MRI and
EEG measures after applying cross-validation and permutation testing.

The Friedman test was significant for overall accuracy (x?=100.8, p <10~%), AUC (x*>=123.4, p<107%),
sensitivity (x>="75.3, p < 10~'*), and specificity (x*=76.5, p < 107'%), suggesting that some models were better
predictors of AD progression than others. The post hoc Wilcoxon signed-rank tests yielded significant differences
between almost all of the models after Bonferroni correction (p < 0.002). Among the exceptions, the single model
with the amygdala was found to improve neither the overall accuracy nor the specificity of the single model
including the left PCC alpha ERD. Even so, the combination of right amygdala volume and alpha power over the
left PCC showed the highest prediction capability. The relative weight was 67.7% for the left PCC and 24% for the
amygdala, but only contribution of the former achieved statistical significance (CI=[0.04 1690.80]). In the model
including the left cuneus/precuneus the relative weight analysis yielded similar results. The amygdala explained
26.7% of the variance and the left cuneus/precuneus the 61.1%, only the latter being significantly different from
zero (CI=[0.02 114.47]).
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Cortical region | BA | x | y | z | t | Time (ms) T P

ENCODING TASK

aMCI-s > aMCI-c pj,; < 0.02
L Superior temporal gyrus 22 —55 | —43 13 —3.62 208-980 —4.24/-2.31 0.0002-0.03
L Middle temporal gyrus 20 —65 | —48 | —17 | —3.62 0-980 —4.36/—2.26 0.001-0.02
L Inferior parietal lobe 40 —65 | —28 28 —3.53 208-980 —4.70/—2.44 0-0.02
L Postcentral gyrus 5 —30 | =33 73 —3.40 0-980 —4.27/-2.29 0.0002-0.03
R Postcentral gyrus 7 15 —53 78 —2.25 | 624-884 —2.39/-2.31 0.02
L Anterior cingulate gyrus 32 0 42 23 —3.34 | 468-980 —4.93/-2.47 0-0.02
L Anterior cingulate gyrus 24 —-10 | -8 38 —3.26 0-980 —3.95/-2.29 | 0.0007-0.03
L Middle frontal gyrus 46 —50 32 18 —3.30 0-980 —4.51/-2.09 0.0001-0.05
L Posterior cingulate gyrus 31 —10 | —28 48 —3.20 0-980 —3.62/-2.72 0.001-0.02
R Posterior cingulate gyrus 23 5 —13 28 —2.73 0-980 —3.59/-2.90 | 0.001-0.006
L Precentral gyrus 4 =25 | =23 58 —2.98 312-980 —3.51/-2.19 0.002-0.04
R Medial frontal gyrus 9 10 47 28 —2.94 | 572-980 —4.91/-2.61 0-0.02
L Medial frontal gyrus 10 0 72 -2 —2.70 572-980 —3.28/-2.42 0.002-0.03
L Transverse temporal gyrus 42 —65 | —13 8 —2.80 | 416-980 —3.21/-2.32 0.003-0.03
L Superior parietal lobe 7 -20 | —58 | 73 —2.22 | 520-980 —2.64/—-2.41 0.01-0.02

RETRIEVAL TASK

aMClI-s > aMCI-¢ p e < 0.03
L Superior temporal gyrus 22 —65 | —48 | 23 —3.65 | 252-980 —4.88/-2.33 0-0.03
L Temporal pole 38 —55 7 —-12 | =3.01 356-980 —2.69/-2.21 0.01-0.03
R Precuneus 7/19 5 —48 38 —3.59 252-980 —3.88/—2.53 0.0005-0.02
R Postcentral gyrus 3 50 —18 38 —3.11 252-876 —4.43/-2.37 0.0001-0.03
R Middle temporal gyrus 39 35 —58 28 —3.00 408-980 —3.26/-2.57 0.002-0.02
L Middle temporal gyrus 21 =70 | —48 | —12 | —245 460-980 —2.81/-2.38 0.008-0.02
R Superior parietal lobule 7 15 —68 | 68 —2.99 | 356-980 —3.48/-2.34 0.001-0.03
L Anterior cingulate gyrus 32 —10 32 43 —2.92 | 460-980 —3.19/-2.57 0.003-0.02
L Cuneus 18/19 | —15 | —93 33 —2.45 460-928 —2.54/-2.39 0.01-0.02
L Insula 13 —45 17 13 —2.21 512-772 —2.45/-2.39 0.01-0.02
L Superior frontal gyrus 8 —15 47 48 —2.75 564-980 —2.69/—2.65 0.01
R Superior frontal gyrus 6 25 42 53 —2.48 512-928 —2.56/—-2.37 0.01-0.02
L Medial frontal gyrus 9 0 42 28 —2.51 668-876 —2.61/-2.58 0.01
R Inferior parietal lobe 40 65 -23 38 —2.72 356-980 —3.41/-2.23 0.001-0.04
R Middle occipital gyrus 19 55 -73 -7 —2.65 512-928 —3.39/-2.14 0.02-0.04
L Angular gyrus 39 =55 | —63 38 —2.63 356-876 —3.88/-2.05 0.0005-0.02
R Supramarginal gyrus 40 65 =53 | 28 —2.31 | 408-980 —2.80/-2.30 0.009-0.02
R Medial frontal gyrus 9 15 17 48 —2.27 668-772 —2.52/-2.61 0.01-0.02

Table 2. Cortical regions showing group differences in alpha ERD during the encoding and retrieval task.
The direction of the contrast indicates that the first group showed higher low-alpha ERD (i.e., higher decrease of
alpha power) than the second group. BA =Brodmann area; L =left; R=right; t = t-statistic at the source level;
T=range of t-statistics in the time domain; p =range of p values in the time domain.

Discussion

The present study revealed that aMCI-c at baseline, besides showing the lowest scores in associative mem-
ory were unable to benefit from semantic congruency. These memory deficits were associated with volume
loss of hippocampus and amygdala and with a reduced capacity to engage control processes and to reactivate
context-specific sensory information through desynchronizing mechanisms in the alpha/beta band during both
encoding and memory retrieval. In consonance with these findings, the combination of MRI data with abnor-
mal memory-related EEG oscillations provided the highest accuracy in predicting overt dementia. Particularly,
atrophy of the right amygdala together with encoding-induced anomalies in alpha oscillations over the left PCC
correctly classified aMCI-s and aMCI-c with a sensitivity of 78% and specificity of 82%, and with an overall accu-
racy of 81%.

Although the hippocampus has traditionally captured more attention than the amygdala, both structures are crit-
ically involved in memory processes and present a similar degree of volume loss in AD**%. Nevertheless, it remains
to be determined whether amygdala atrophy, like hippocampal atrophy*¢, accounts for the emotional changes occur-
ring with disease progression. We found a higher degree of amygdala atrophy in aMCI-c than in aMCI-s, suggesting
that the amygdala could be considered as a marker of dementia severity. Accordingly, reduction of the amygdala
volume has been previously reported to predict the risk of progression to AD with a sensitivity of 76% and specificity
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Contrast Cortical region ‘ BA ‘ x ‘ y ‘ z ‘ t ‘ Time (ms) ‘ T P

ENCODING TASK

aMCI-s >aMClI-c

Petuster <107°
R Superior frontal gyrus 6/8 35 2 68 | —3.11 156-936 —2.41/-2.36 0.004-0.03
R Postcentral gyrus 2 40 —23 | 33 | —2.87 260-676 —2.37/-2.32 0.02-0.04
L Anterior cingulate gyrus 24 0 2 28 | —2.72 156-884 —2.39/-2.33 0.007-0.03
R Inferior parietal lobe 40 45 —28 | 33 | —2.56 0-624 —2.28/-2.22 0.02-0.04
R Middle frontal gyrus 8 30 27 43 | —2.54 624-780 —2.40/-2.28 0.02-0.03
R Precentral gyrus 6 35 2 28 | —2.39 572-780 —2.42/-2.24 0.02-0.03
L Medial frontal gyrus 6 -5 12 53 | —2.28 208-624 —3.19/-2.39 0.003-0.03

Peluster < 0.003
L Postcentral gyrus 2 —40 | —18 | 33 | —2.81 | 208-1000 —3.26/-2.28 0.002-0.05
L Superior temporal gyrus 41 —40 | =28 | 13 | —2.57 520-767 —2.50/-2.36 0.02-0.03
L Precentral gyrus 4 —35 | =13 | 43 | =257 416-728 —2.51/-2.36 0.02-0.03
L Middle frontal gyrus 6 —30 -8 43 | —2.37 416-468 —2.30/-2.23 0.03-0.04

RETRIEVL TASK

aMCI-s > aMCI-¢ p e < 0.006
R Parahippocampal gyrus | 30 | 35 [ —48 [ 8 [ —256 | 408-720 [ —258/~2.14 | 0.02-004

Table 3. Cortical regions showing group differences in beta ERD during the encoding and retrieval task.
The direction of the contrast indicates that the first group showed higher low-beta ERD (i.e., higher decrease of
beta power) than the second group. BA =Brodmann area; L = left; R = right; = f-statistic at the source level;

T =range of t-statistics in the time domain; p =range of p values in the time domain.

0f 68%7”. The present study suggests that the prediction accuracy of amygdala atrophy can be significantly improved
by including in the model alterations in task-related EEG oscillations associated with memory deficits.

The relationship between alpha desynchronization and successful encoding/retrieval of episodic memories
is well documented?®. We believe that anomalies in the amplitude of alpha oscillations over PCC in parallel with
memory deficits in aMCI-c may be a reflection of the early synaptic alterations in this particularly vulnerable
region. In line with this idea, a postmortem tissue study found synaptic loss in the PCC of MCI accompanied
by a decline of different synaptic markers, all of which were significantly associated with lower MMSE scores
and with increased uptake of the amyloid PET tracer 'C Pittsburgh compound B*. These synaptic alterations
in the PCC might also account for the association between early A(3 deposition and aberrant fMRI activity* as
well as for abnormal local and long-range synchronization of EEG/MEG patterns during the resting state in MCI
patients'>*!~#, For instance, in one of these studies, MCI patients with reduced CSF A342 levels showed decreased
functional connectivity in the alpha band between the right PCC and lateral regions of the temporal cortex'®.

Likely, the neurotoxic effects of A8 are not solely responsible for abnormal EEG oscillations in aMCI. In fact,
reduction of microtubules through tau hyperphosphorylation and tau aggregation might also lead to disruption
in the transport of molecules and organelles to and from the synapse, thereby resulting in synaptic dysfunction
and axonal degeneration®. Thus, the above-mentioned MEG study! further reported decreased alpha synchro-
nization in the right PCC associated with increased levels of CSF phosphorylated tau.

Finally, anomalies in memory-related EEG oscillations could also be partially due to disruption of fast synap-
tic inhibition mediated by v-aminobutyric acid (GABA) neurons. Extensive research suggests that GABAergic
neurons play a critical role in generating network synchrony in general*® and in the alpha band in particular?’. In
agreement with this hypothesis, MCI showed lower GABA levels in the PCC than HO in parallel with memory
deficits*®.

The amygdala and PCC are anatomically*** and functionally®! connected via the anterior cingulate/medial
prefrontal cortex, and via the retrosplenial cortex and parahippocampal gyrus. Interestingly, all these cortical
regions not only were associated with successful memory retrieval in aMCI-s, but they also showed abnormal
alpha oscillatory activity in aMCI-c. Evidence further suggests that the amygdala and PCC are anatomically®
and functionally®® connected to the hippocampus, one of the first regions affected in AD. In fact, we have demon-
strated here and in previous studies® that hippocampal volume loss is associated with impaired memory per-
formance in the face-location memory task. Finally, it is well known that both the amygdala and PCC receive
cholinergic projections from the basal forebrain complex, mainly from the nucleus basalis of Meynert®. This
nucleus is severely affected by neurofibrillary degeneration and cell loss in AD, supporting recent evidence
showing a selective relationship between reduction of this cholinergic nucleus and amygdala atrophy in aMCI*".
Collectively, evidence reviewed here suggests that a dysfunction and loss of basal forebrain cholinergic neurons
together with synaptic and axonal alterations affecting amygdala, PCC, and PCC fiber tracts, likely account for
the fact that amygdala atrophy and abnormal alpha oscillatory activity over PCC provided the most accurate
prediction of aMCI to AD conversion.

Unlike MRI, cognitive and EEG measures revealed no differences between HO and aMCI-s individuals.
However, the relationship between memory and neural oscillatory activity was stronger in aMCI-s than in
HO, which points to the need for additional neural and cognitive resources in this population. In particular,
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Figure 3. Group differences in correlations between memory and beta ERD. (A) Statistical nonparametric
maps showing significant differences between aMCI-s and aMCI-c in correlations between beta ERD and
memory performance (semantic d’ and associative d’). Blue areas indicate that the higher the beta ERD over
these regions the better the memory performance in aMCI-s with respect to aMCI-c. Orange areas indicate that
the higher the beta ERD over these regions the lower the benefit from semantic congruence in aMCI-c with
respect to aMClI-s. (B) Scatter plots illustrating the relationship between residuals of beta ERD and residuals

of memory performance in the recognition task in a voxel showing local maxima in the correlation, for both
aMCI-s and aMCI-c after regressing these variables on age. L =left; R =right; LIPL =left inferior parietal lobe;
LACC=left anterior cingulate; RPrec = right precuneus; *p < 0.05; **p < 0.005; ***p < 0.001.

associative memory in the aMCI-s group depended to a great extent on the frontoparietal network, while the
benefit of congruency was associated with higher activation of the precuneus. Both the frontoparietal network®
and the precuneus® exhibit connectivity with a variety of neural networks depending on current task demands.
If oscillatory EEG changes observed in these brain systems serve a compensatory function, longer longitudinal
studies will have to determine whether overuse of these regions make them more vulnerable to AD lesions, and
consequently to dementia.

Conclusions
The PCC is considered a major cortical hub in the human brain because it maintains dense structural connectiv-
ity to widespread regions involved in multiple memory functions and control processes®. Together with limbic
structures like amygdala and hippocampus, PCC is one of the cortical regions most vulnerable to AD. The present
study reinforces this idea. Indeed, we showed that the higher the EEG alpha desynchronization over PCC, the bet-
ter the memory in aMClI-s, and that failures in this desynchronizing mechanism predicted AD conversion from
aMCI better than amygdala atrophy. Nevertheless, the best predictive model was obtained when alpha oscillations
over PCC were combined with volume loss of the amygdala, which highlights the importance of combining elec-
trophysiological correlates of synaptic activity with MRI biomarkers of AD to anticipate dementia.

Although these results are promising, they must be considered as preliminary. Firstly, because the sample
was not very large and over-fitting may still be present in spite of cross-validation. Secondly, because logistic
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ENCODING TASK (semantic d’ vs. beta ERD)

aMCI-s(~) >aMClI-c

Petuster < 0.003
L Postcentral gyrus 5 —10 | —38 78 —3.74 624-884 —3.60/—3.11 0.005-0.04
R Postcentral gyrus 7 10 —48 78 —3.30 0-936 —3.38/-2.95 0.004-0.04
R Precuneus 7 30 —68 63 —2.81 | 572-1000 —3.46/—-2.30 0.001-0.02
R Superior parietal lobule 7 25 | —63 | 68 —2.76 | 572-1000 —2.83/-2.22 0.004-0.02

Petuster < 0.005
L Cuneus 7 —20 | =78 | 38 | —4.13 | 520-832 —4.37/-3.35 0.001-0.04
L Precuneus 19/7 —15 | =78 48 —4.05 572-780 —4.16/—3.56 0.001-0.03

Petusier < 0.002
L Inferior parietal lobule 40 —55 | —28 48 —3.85 | 520-1000 —4.34/-3.23 0.002-0.05
L Inferior parietal lobule 40 —35 | =33 43 —2.93 0-624 —3.14/-2.13 0.03-0.05
R Middle frontal gyrus 6 50 7 43 —3.42 624-728 —3.30/-2.93 0.02-0.04
R Precentral gyrus 6 55 7 48 —3.30 572-728 —3.09/-2.78 0.03-0.05
R Postcentral gyrus 43 70 -3 13 —3.10 | 208-676 —3.14/-2.04 0.003-0.05

aMCI-c*) > aMCI-s p g, < 0.003
L Cingulate gyrus 32 0 47 8 —2.71 624-676 —2.68/—2.63 0.02-0.03
R Superior frontal gyrus 6 15 42 48 —2.66 | 416-676 —3.07/-2.64 0.004-0.03
L Medial frontal gyrus 9 —10 | 37 28 | —2.34 | 676-832 —2.65/—2.55 0.02-0.04
R Posterior cingulate gyrus 23 5 -8 33 —2.30 | 832-1000 —2.50/—-2.36 0.03-0.05
L Anterior cingulate gyrus 24 —10 2 33 —2.22 624-832 —2.37/-2.14 0.03-0.05

RETRIEVAL TASK (associative d’ vs. beta ERD)

aMCI-s") > aMCI-C pyqer < 0.04
R Posterior cingulate gyrus 31 25 —43 43 —4.12 | 252-1000 —4.15/-2.92 0.002-0.04
L Superior frontal gyrus 6/8 =5 32 58 —3.32 | 512-1000 —3.79/-2.87 0.001-0.03
R Precuneus 7 10 | —58 | 68 | —3.03 | 356-720 —3.31/-2.69 0.008-0.05
R Superior parietal lobe 7 15 | —63 | 68 —3.00 | 408-928 —3.01/-2.22 0.01-0.04
L Superior frontal gyrus 10/11 | =25 | 52 | —17 | =295 | 616-1000 —3.77/—2.80 0.001-0.02
L Posterior cingulate gyrus 31 =5 | —28 38 —2.92 | 252-1000 —3.98/—2.80 0.01-0.04
L Anterior cingulate gyrus 32 —10 27 43 —2.89 | 564-1000 —3.62/-2.78 0.001-0.02
L Paracentral lobule 6 0 —23 58 —2.78 252-928 —3.53/-2.60 0.008-0.04
L Inferior parietal lobule 40 —35| =33 | 63 —2.75 | 668-876 —2.94/-2.78 0-0.04
L Inferior frontal gyrus 47 -30 | 37 —7 | —2.67 | 616-1000 —2.92/-2.45 0.02-0.05

Table 4. Cortical regions showing group differences in correlations between semantic d’and beta ERD
during the encoding task and between associative d’ and beta ERD during the retrieval task. The sign (—)
indicates the presence of a significant negative correlation in that particular group, meaning that the lower

the beta power, the higher the benefit of semantic congruence in that group. The sign (+) indicates just the
opposite. The direction of the contrast indicates that the first group showed a stronger correlation than the
second group. BA = Brodmann area; L =left; R=right; t = t-statistic at the source level; T = range of ¢-statistics
in the time domain; p =range of p values in the time domain.

R amygdala 0.75 (0.52-0.89)" 775" 74.4 79.2
aERDg L PCC 0.80 (0.60-0.92)" 81.3 58.3 926
AERDg L cuneus 0.77 (0.57-0.90)" 79.6" 75.4 71.7
Ramygdala + «ERD; L PCC 0.82 (0.63-0.93)" 80.9" 777" | 822
R amygdala + aERDg L cuneus 0.78 (0.56-0.90)" 80.0" 63.6 6.1

Table 5. Predictive values of each classifier for AD progression. AUC =area under the curve;

CI = confidence interval; ACC =accuracy; SE = sensitivity; SP = specificity; «aERDg = alpha event-related
desynchronization during encoding; ) ERDg = alpha event-related desynchronization during retrieval;

PCC = posterior cingulate cortex; L =left; R =right; “significant after permutation testing (p < 0.05). Bold type
indicates the best fit model.

regression was applied to particular features that had been previously selected by analyzing the statistical char-
acteristics of that particular sample and this can limit generalization capability. And thirdly, because two years is
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a relatively short follow-up period, and new conversions are expected to occur at a similar rate in the following
years. Consequently, future research is needed in order to validate the present model in an independent, larger
sample including a longer follow-up period.
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Atrophy of amygdala and abnormal memory-related alpha oscillations over

posterior cingulate predict conversion to Alzheimer’s disease

Laura Prieto del Val, Jose L. Cantero, Mercedes Atienza*

SUPPLEMENTARY MATERIAL

1. Inclusion/exclusion criteria to participate in the study

Inclusion criteria for HO were: (i) aged 50-80 years old; (ii) scores between 27 and 30
in the global cognitive status assessed using the Spanish version of the Mini Mental
State Examination (MMSE) (Lobo et al., 1979); (iii) absence of cognitive impairment
confirmed by neuropsychological testing; (iv) global score of 0 (no dementia) in the
clinical dementia rating (CDR) (Hughes et al., 1982); (v) normal independence
function, judged both clinically and by means of an interview for deterioration in daily
living activities validated in the Spanish population (B6hm et al., 1998); and (vi) no
presence of neurological or psychiatric illness. Depression was excluded in all three
groups with the shorter version of the Geriatric Depression Scale (Yesavage et al.,

1983).

Inclusion criteria for individuals with aMCI were: (i) aged 50-80 years old; (ii)) MMSE
scores between 24 and 30; (ii) subjective memory complaints corroborated by the
informant; (iii) objective memory loss confirmed by the Spanish version of the Logical
Memory subtest extracted from the Wechsler Memory Scale-Third Edition (Wechsler,
2004) (scorings 1.5 standard deviations below the age-appropriate mean); (iv) absence
of impairment in cognitive areas other than memory as revealed by neuropsychological
testing; (v) CDR global score of 0.5 (questionable dementia); (vi) normal independence
function; (vii) no criteria for dementia; and (viii) no presence of neurological or

psychiatric illness.

MRI was examined in all participants by a neurologist to rule out lesions such as
territorial cerebral infarction, brain tumor, hippocampal sclerosis, and/or vascular

malformations. Those participants with periventricular and/or deep white matter lesions,
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as revealed by scores > 2 on the Fazekas ischemic scale (Fazekas et al., 1987), were
excluded from the study. Individuals with a history of stroke and/or significant
cerebrovascular conditions, clinically significant sensory impairment, past or current
alcohol abuse, or those consuming medication known to affect memory, were not
allowed to participate. None of the participants were taking cholinesterase inhibitors,
and/or psychiatric medication at the time of recruiting or during the study. The absence
of secondary causes of cognitive deficits was assessed by laboratory tests including

complete blood count, blood chemistry, vitamin B12/folate, and thyroid function.

The diagnosis of AD in the aMClI-c group was based on criteria established by the
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) and by the
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV (DSM IV). These subjects
should further present MMSE scores ranging from 12 to 28 and a CDR global score of 1
(mild dementia). Subjects were excluded from the analysis if any psychiatric or
neurological illness other than AD was present, and if subjects presented with a

systemic illness or signs of organ failure.

2. Partial Least Square (PLS) analysis at the sensor level

We applied permutation tests to determine whether the effect of each latent variable
reached statistical significance. For instance, to evaluate group differences in EEG
oscillations (HO vs. aMCI; aMClI-s vs. aMCI-c), subjects were randomly reassigned
10,000 times without replacement to different experimental conditions (HO or aMCI;
aMCl-s vs. aMClI-c), whereas for comparisons with the baseline period we permutated
10,000 times the pre- and post-stimulus period of interest within each subject. For
testing correlations, the behavioral indices (i.e., associative d’ and semantic d’) were
permutated across subjects. Finally, we computed 2000 bootstrap estimations of the
standard errors of the weights of the original variables to determine the significance of

nonzero weights for the variables of the corresponding latent vector.

Within each time-frequency window where the PLS yielded significant results, we
performed ¢-tests for related samples in the case of comparisons with baseline, #-tests for
independent samples in the case of group differences, and Spearman correlations to

evaluate the relationship between performance and the EEG power averaged over
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significant sensors. Unlike Pearson correlations, Spearman correlations are quite robust
to outliers and do not require that the joining distribution be multivariate normal. To
correct the family-wise error (FWE) rate for all time point comparisons, the maximum-
statistic approach was employed (Maris, 2004). For every time sample after the onset of
the face-location association, we computed the corresponding statistic. This was
repeated for each data randomization (N=1000), selecting the maximum (or minimum)
statistic across all samples. The 95th quartile of the distribution derived from the
selected maximum (or minimum) statistic was used as a critical threshold to retain or
reject the null hypothesis of either no differences between experimental conditions or no

correlation between normalized power and behavior.

3. Source modeling of EEG oscillations with beamforming

We first obtained from single trials at the sensor level the constant field distribution of
non-phase locked oscillatory activity for the frequency bin of interest (Guderian and
Diizel, 2005). To this aim, we calculated phase differences between sensor pairs at each
time point of each single trial for the frequency bin showing the maximum statistic after
averaging those sensors where the PLS yielded significant differences. This procedure
calculates, for each subject, the phase lag index of all sensors with respect to the sensor
with the maximum power. Next, we applied the inverse wavelet transformation to bring
oscillatory amplitude information back to the time domain. Consequently, the field
distribution includes both absolute amplitude and phase information (for more details

on the phase alignment procedure, see Guderian and Diizel, 2005).

Next, sources of EEG oscillations within the spectro-temporal interval of interest were
estimated by using a beamforming approach with multiple constraints. A beamformer is
a spatial filtering method designed to obtain brain electrical activity from a specific
location by attenuating contributions from other locations (e.g., Van Veen et al., 1997).
However, beamformers have difficulty in separating EEG sources highly correlated in
time. To overcome this drawback, we used the dual-core beamformer approach that
allowed us to identify the main pairs of correlated sources that co-existed in each
individual dataset (Diwakar et al., 2011). We performed 1000 searches for each dataset
and selected all source pairs separated by more than 5 cm that were found in more than
1.5% of the searches. Afterwards, a multiple-constrained beamformer with correlated

source suppression was applied to obtain the ultimate spatial filters from the time-of-
3
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interest and baseline mean covariate matrices, respectively. This procedure generates
pseudo-z maps for each trial, which are computed as time-of-interest/baseline power
map ratios (Van Veen et al., 1997). This normalization step was applied to reduce the
undesired contribution of noise power, which increases with depth and distance from

sensors (Vrba and Robinson, 2001).

The cortical space was divided into a regular 5-mm voxel grid, and sensor outputs from
unit dipoles in the three Cartesian directions were computed at each grid location. We
used a realistic boundary-element model (Oostenveld et al., 2001) based on a standard
template (Colin27 T1-weighten averaged MRI). This volume conduction model consists
of 3 closed compartments with conductivities of 0.33, 0.0042 and 0.33 S/m
corresponding to skin, skull, and brain, respectively. The regularization parameter was

set at 0.001% of the largest eigenvalue of the covariance matrices.

After obtaining results derived from the corresponding statistical analyses, peak voxels
and local maxima were selected to reconstruct the time course of EEG sources. We first
obtained the optimal dipole orientation (Equation 8, Gross et al., 2001), then computed
the power estimates using the voxel spatial filters and the mean covariate matrix of the
time-of-interest described previously (Equations 4 and 5, Gross et al., 2001). Next, the
optimal spatial filter was obtained by multiplying every optimal orientation value by its
corresponding voxel spatial filters. The output of this computation was then multiplied
by the filtered signal in the corresponding frequency bin of interest. Power
decreases/increases relative to the baseline were computed in single-trial EEG source

signals, as performed at the sensor level.

4. Statistical analysis of EEG oscillations at the source level

Firstly, the effect of age was removed from single-trial estimates at the source level
using the general lineal model (Stolk et al., 2013). Secondly, we used a hierarchical
statistical model to reduce the influence of inter-subject variability in oscillatory
responses derived from across-subjects analyses (Holmes and Friston, 1998). Briefly,
voxel-wise statistical analyses were computed for each participant on the original source
activation maps obtained from all trials (or from congruent and incongruent trials,
separately). Next, the corresponding contrast was applied at the group level. Individual

analyses included comparisons with the baseline (one-sample #-tests), whereas at the
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group level, we evaluated the main effect of group (HO vs. aMCI, aMCI-s vs. aMClI-c)
and Spearman correlations (across-subjects and within each group, separately) with
different memory indices (i.c., associative d’ and semantic d’) on the t-maps or r-maps
derived from the previous step. If these correlations reached statistical significance in at
least one of the two groups, between-group analyses were performed using the Fisher
method for independent samples applied to correlations. To this aim, 7-maps were first
transformed to z-score maps for each group and then the corresponding Fisher test was

applied to obtain z-statistic values.

In order to avoid biasing the signal-to-noise ratio resulting from differences in the
number of subjects per group, we first performed 1000 random draws of the data into
two similar-sized groups, keeping the original assignment of the group fixed. Next, two-
sample #-tests were applied on each draw, obtaining a distribution of 1000 #-values for
each voxel. The statistical maps were obtained by computing the median #-value of each

voxel distribution.

Family wise error (FEW) rates were controlled by applying non-parametric permutation
tests combined with suprathreshold cluster analyses (Nichols and Holmes, 2002).
Before cluster analysis, all r-, #- or z-statistic and mean activation maps were smoothed
with an isotropic Gaussian kernel of 10 mm. The cluster was defined from the sum of
the #-, r-, or z-values of contiguous voxels (cluster mass). After applying a primary
threshold to voxels, p-values (0=0.05) were assessed by means of 1000 permutations
using the Monte Carlo method implemented in the Fieldtrip toolbox. Coordinates of
peak voxels and local maxima statistic values within each significant cluster were
transformed into the Talairach space (Talairach and Tournoux, 1988) by using a
nonlinear transformation. Cluster voxels were labeled according to the Brodmann area
(BA) atlas included in the WFU Pick Atlas toolbox (Maldjian et al., 2003), using the
same brain template employed for EEG source analyses. Finally, the signal of different
local maximal was transformed into the time domain. The FWE rate across time was

corrected with the maximum statistic approach (Nichols and Holmes, 2002).

5. Results at the sensor level

Fig. S1 shows the time-frequency representation (TFR) averaged across sensors and

subjects for HO and aMCI individuals during the encoding (Fig. S1A) and memory task

5
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(Fig. S1B). During these two phases, the two groups exhibited increased power in the
low frequencies (i.e., delta and theta) with respect to the baseline during the entire
interval of analysis following face presentation, as well as decreased power in alpha and
beta bands from around 500 to 1000 ms from the face onset. However, PLS differences
were restricted to the beta band. In particular, HO showed a significantly decrease of
beta power (i.e., higher beta ERD) when compared with aMCI, both during the
encoding (14-25 Hz; 0-1000 ms; p < 0.04) and subsequent memory task (13.5-18 Hz;
700-1000 ms; p < 0.05).

During encoding and within the beta band, HO could further be distinguished from both
aMCl-c (13-16 Hz; 200-600 ms; p < 0.05) and aMClI-s individuals (13-17 Hz; 300-700
ms; p < 0.03). Similar results were obtained during the memory task, where HO showed
higher beta ERD when compared with aMClI-c (13.5-18 Hz; 700-1000 ms; p < 0.05),

although differences with aMCI-s did not achieve statistical significance.
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Figure S1. Group differences between HO and aMCI at the sensor level. Grand-average
time-frequency representations (TFR) of normalized power (NP) for HO and aMCI (on the top)
and difference between them (on the bottom) during both encoding (A) and retrieval (B). The
small white frames in the difference TFR indicate the time-frequency windows used for source
estimation of EEG beta power. Scalp distribution of values derived from PLS within these time-
frequency windows are shown on the right. Open white circles over the scalp indicate sensors
where differences in the NP between HO and aMCI reached statistical significance.
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As illustrated in Fig. S2, aMCI-s showed higher alpha ERD than aMClI-c during the
encoding (Fig. S2A) and memory task (Fig. S2B), for the whole 1000-ms poststimulus
interval. However, the PLS only revealed significant differences between the two

groups in the memory task (8-12 Hz; 0-1000 ms; p < 0.04).
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Figure S2. Group differences between aMCI-s and aMCI-c at the sensor level. Grand-
average time-frequency representations (TFR) of normalized power (NP) for aMCI-s and aMCI-
¢ (on the top) and difference between them (on the bottom) during both encoding (A) and
retrieval (B). The small white frames in the difference TFR indicate the time-frequency
windows used for source estimation of EEG alpha power. Scalp distribution of values derived
from PLS within these time-frequency windows are shown on the right. Open white circles over
the scalp indicate sensors where differences in the NP between aMClI-s and aMClI-c reached

statistical significance. Note that these differences only achieved statistical significance during
retrieval.

After averaging the EEG power over the sensors showing a significant decrease of beta
power in the PLS, the maximum ¢-statistic after correcting for multiple comparisons
across time was located at 15.75 Hz in the encoding task and at 16.25 Hz in the memory
task at different time points depending on group comparisons. EEG sources for the
former were estimated in the 400-900-ms interval, and for the latter in the 500-1000-ms
window, given that the PLS within these time periods also revealed a significant
decrease of power with respect to the baseline. For the alpha band, the maximum

statistic after comparing the aMCI groups during the memory task was located at 8.5 Hz
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in the 800 ms time point. Accordingly, the EEG sources of this activity were estimated
within 500 and 1000 ms from face onset. As differences between aMClI-s and aMCl-c
were also evident during encoding at 8.5 Hz within 700 and 1000 ms after applying the
t-test (Deorrectea < 0.05), and as the PLS showed a significant decrease with respect to the
baseline from 500 up to 1000 ms after face presentation, we decided to further estimate

EEG sources of this activity during encoding in the 500-1000-ms interval.

6. Differences in alpha/beta between HO and aMCI groups at the source level

During encoding, aMCI-c showed decreased alpha ERD with respect to HO (peiuster <
0.001) on a cortical widespread network comprising the fusiform, inferior temporal
gyrus, temporoparietal junction and dorsolateral prefrontal cortex of the left hemisphere
(Fig. S3A, Table S1). Differences with HO emerged in aMClI-c at around 200 ms after
face presentation in the fusiform gyrus, to later spread to the temporal (at 312 ms),

frontal (at 364 ms) and parietal lobe (at 468 ms).

Table S1. Cortical regions showing group differences in alpha ERD during the encoding and memory task.

Contrast Time
Cortical region BA X y z t (ms) T p
ENCODING TASK
HO > aMClI-¢ p e < 0.001
L Precentral gyrus 6 -40 -3 28 -1.03 468-980 -3.39/-2.29 0.0003-0.03
L Middle frontal gyrus 6 -40 7 53 -1.01 364-980 -4.77/-3.07 0.0003-0.03
L Fusiform gyrus 19 -50 -73  -12  -0.90 208-980 -3.44/-2.25 0.002-0.04
L Inferior parietal lobe 40 55 28 33 -0.90 468-980 -3.33/-2.53 0.002-0.02

L Superior temporal gyrus 22 -65 -53 23 -0.89 312-980 -3.30/-2.21 0.002-0.04
L Inferior temporal gyrus 20 -65 -48 22 -0.77 416-980 -3.11/-2.19 0.004-0.04
L Middle temporal gyrus 39 45 -73 28 -0.76 520-980 -2.70/-2.29 0.01-0.03

MEMORY TASK

HO > aMCI-¢ ppysier < 0.005
L Superior temporal gyrus 22 -65 -53 23 -0.97 460-980 -3.69/-2.59 0.0007-0.02
L Middle temporal gyrus 19 55 -63 18 -0.94 408-980 -4.44/-2.51 0.0001-0.02

The direction of the contrast indicates that the first group showed higher low-alpha ERD (i.e., higher decrease of
alpha power) than the second group. BA = Brodmann area; L = left; R = right; ¢ = r-statistic at the source level; 7=
range of t-statistics in the time domain; p = range of p values in the time domain.
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The aMCl-c group also showed decreased alpha ERD with respect to HO during
retrieval, but differences were mostly limited to the left temporoparietal junction (pejuser
< 0.005; Fig. S3B, Table S1). As in the encoding task, no differences were observed

when the aMCI groups were compared.

Table S2. Cortical regions showing group differences in beta ERD during the encoding and memory task.

Contrast Time
Cortical region BA X y z t (ms) T p
ENCODING TASK

HO > aMCI-s pgjyseer < 0.03
R Superior temporal gyrus 38 60 12 -17  -2.27 364-980 -3.56/-2.34 0.0009-0.02

HO > aMClI-c
Petuster < 0.003
L Postcentral gyrus 2 -50 -13 33 -1.07 104-936 -5.05/-2.39 0.0001-0.02
L Inferior parietal lobe 40 -60 -38 43 -0.92 208-936 -4.31/-2.39 0.0001-0.03
L Middle frontal gyrus 6 -35 2 63  -0.92 312-980 -3.86/-2.33 0.004-0.03
L Superior frontal gyrus 6 -30 2 68  -0.90 312-980 -4.00/-2.27 0.0003-0.03
Petuster < 0.05
L Inferior frontal gyrus 44 -60 22 8 -0.80 572-728 -2.44/-2.32 0.02-0.03

L Superior temporal gyrus 22 -55 12 -2 -0.76 416-676 -2.50/-2.26 0.02-0.03

RETRIEVAL TASK

HO > aMCI-¢ ppysier < 0.02
R Postcentral gyrus 3 55 -8 48  -3.46 616-980 -3.82/-2.77 0.0004-0.01
R Supramarginal gyrus 40 65 -53 23 -3.38 668-876 -2.84/-2.51 0.006-0.02
R Inferior parietal lobe 40 60 -23 33 -3.34 616-980 -3.40/-2.45 0.002-0.02

R Superior temporal gyrus 22 65 -48 13 -3.31 512-928 -3.55/-2.34 0.001-0.03
R Middle occipital gyrus 18/19 10 -98 23 -3.24 512-980 -4.05/-2.67 0.0002-0.01

R Cuneus 18/19 15 -93 28  -3.18 564-928 -3.60/-2.24 0.0008-0.03
R Fusiform gyrus 37 40 -48 -12 -3.11 668-876 -2.69/-2.47 0.01-0.02

R Middle frontal gyrus 6/8 55 17 43 -2.84 616-980 -3.43/-2.46 0.002-0.02
L Lingual gyrus 17/18 -10  -103  -12  -2.75 720-928 -2.96/-2.42 0.005-0.02
L Superior frontal gyrus 6 -10 17 53 -2.57 408-980 -2.96/-2.09 0.005-0.02
R Parahippocampal gyrus 30 15 -33 -7 -2.53 720-876 -2.60/-2.48 0.01-0.02

L Anterior cingulate gyrus 24 -5 12 33 -2.48 512-980 -3.28/-2.37 0.002-0.02
R Precuneus 7 25 -58 43 -2.37 772-980 -2.80/-2.49 0.007-0.02

R Posterior cingulate gyrus 23 5 -28 28  -2.37 564-876 -2.71/-2.34 0.009-0.03

The direction of the contrast indicates that the first group showed higher low-beta ERD (i.e., higher decrease of beta power)
than the second group. BA = Brodmann area; L = left; R = right; ¢ = #-statistic at the source level; 7 = range of t-statistics in
the time domain; p = range of p values in the time domain.
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Alpha ERD Beta ERD
HO > aMCl-c HO > aMCl-c

ENCODING

RETRIEVAL

Figure S3. Group differences between HO and aMCI-c in alpha and beta band. Statistical
nonparametric maps showing higher alpha ERD in HO than in aMCI-c during encoding (A) and
retrieval (B), and higher beta ERD in HO than in aMCI-c during encoding (C) and retrieval (D).
The blue gradient is mapped to statistical values (t-statistic). Peak voxels of significant clusters
are listed in Table S1 and Table S2. L = left; R = right.

In the beta band, analyses further revealed significant differences between HO and the
aMCI groups. During encoding, HO showed higher beta ERD in comparison with both
the aMClI-s group in the right superior temporal gyrus (pcuser < 0.03), and the aMCl-c
group in the left inferior parietal lobe and left motor areas (peuseer < 0.003) from very
early in time (around 100-200 ms from face onset), and at about 600 ms in the left
inferior frontal gyrus (peuser < 0.05; Fig. S3C, Table S2). However, during the memory
task, HO showed lower beta power when compared to aMCI-¢ (peuser < 0.02), but not
in comparison with aMCI-s. These differences were mostly evident from 400-500 ms
onwards in the medial aspects of the left frontal, temporal and occipital lobe as well as
in the lateral and medial aspects of a wide region in the right hemisphere mainly
comprising the posterior part of frontal, parietal and temporal lobes (Fig. S3D, Table
S2).
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Correlation between beta ERD
and semantic d’

ENCODING

A

HO® > aMCl-c B aMCl-st) > HO

RETRIEVAL

Figure S4. Relationship
between beta ERD and the
beneficial effect of semantic
congruence on  memory.
Statistical nonparametric maps
showing significant differences
between HO and aMCl-c for
the correlation between beta
ERD and the semantic d’ index
during encoding (A) and
retrieval (B). The blue gradient
is mapped to statistical values
(t-statistic). Peak voxels of
significant clusters are listed in
Table S3. L = left; R = right.
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Table S3. Cortical regions showing group differences in correlations between beta ERD and semantic d’
during the encoding and memory task.

Contrast Time
Cortical region BA X y z t (ms) T )4
ENCODING TASK

HO® > aMCI-¢ pepuster < 0.002
R Parahippocampal gyrus 19 30 48 -7 -2.82 676-980 -3.44/-2.49 0.007-0.05
R Inferior occipital gyrus 18 40  -88 -12 -2.65 0-980 -3.99/-2.57 0.001-0.02
R Middle temporal gyrus 19 40 63 13 -2.07 0-980 -3.71/-1.43  0.007-0.04

aMCI-s® > HO payseer < 0.02

L Cuneus 19 -15 -88 43 -3.27 572-832 -2.79/-2.44 0.007-0.02
L Precuneus 7 -10 -78 43 -3.23 572-936 -3.23/-2.58 0.007-0.03
RETRIEVAL TASK

HO® > aMCI-¢® peugter < 0.04
L Superior frontal gyrus 8 -15 57 33 -3.28 512-824 -3.39/-2.59 0.006-0.04
L Medial frontal gyrus 9 0 47 18 -2.75 668-824 -2.74/-2.31 0.02-0.05

The sign (-) indicates the presence of a significant negative correlation in that particular group, meaning that the
lower the beta power, the higher the benefit of semantic congruence in that particular group. The sign (+) indicates
just the opposite. The direction of the contrast indicates that the first group showed a stronger correlation than the
second group. BA = Brodmann area; L = left; R = right; ¢ = ¢-statistic at the source level; 7' = range of t-statistics in
the time domain; p = range of p values in the time domain.

HO showed a stronger negative correlation between the benefit of semantic congruence
and differences in the power of beta ERD between SCF and SIF when compared to
aMCl-c during encoding (pcuser < 0.002) and retrieval (Deusier < 0.04). During the
encoding task, these differences appeared in the right fusiform and lingual gyrus from
face onset until the end of the analysis time interval, whereas differences in the right
parahippocampal cortex begun to be evident at around 700 ms until the end of the
analysis interval (Figure S4A, Table S3). During the memory task, differences were
only seen from 500 ms poststimulus onward in the medial prefrontal lobe (Figure S4C,
Table S3). This correlation further distinguished the aMClI-s group from HO during
encoding (peusier < 0.02). These results were limited to cuneus and precuneus in the left

hemisphere (Peuser < 0.05; Figure S4B, Table S3).

During retrieval, the aMClI-s group further showed a significantly stronger correlation
between beta ERD and associative memory in a wide cortical network when compared
with both HO (0.005 < pojusier < 0.02) and aMCI-¢ (Peiusier < 0.04) individuals. The

results are listed in Table S4.
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Table S4. Cortical regions showing group differences in correlations between beta ERD and associative
d’ during the memory task.

Contrast Time
Cortical region BA X y z t (ms) T )4

aMCI-s” > HO

Peluster < 0.005
L Superior frontal gyrus 6 0 37 63  -3.56 668-1000 -3.29/-2.65 0.002-0.03
L Superior frontal gyrus 9/10  -15 57 28  -3.01 512-928 -3.57/-2.38 0.001-0.05
R Cingulate gyrus 31 20 -38 43 -2.81 304-928 -3.02/-2.43 0.02-0.05
L Middle frontal gyrus 46 -50 47 18  -2.79 616-1000 .21/-2.33  0.003-0.05
R Superior frontal gyrus 10 15 72 18  -2.76 460-1000 .92/-2.33  0.009-0.04
R Precuneus 7 10 -58 68  -2.73 304-876 .59/-2.29  0.02-0.04
L Cingulate gyrus 24 -10 17 23 -2.50 564-1000 .74/-2.39  0.006-0.03
Petuster < 0.01
R Lingual gyrus 1718 10 -103  -12  -3.11 512-1000 -3.31/-2.61 0.008-0.04
R Cuneus 18 25 -103 3 -2.83 460-1000 -3.46/-2.57 0.003-0.05

R Middle occipital gyrus 18/19 35 -93 18  -2.33 616-772 -2.42/-2.26 0.01-0.03

Petuster < 0.02

R Middle frontal gyrus 10 50 52 -7 -3.26 460-1000 -3.34/-2.28 0.005-0.05
R Middle frontal gyrus 46 55 37 18  -3.06 668-1000 -3.13/-2.38 0.005-0.05
R Inferior frontal gyrus 45 45 27 8 -2.93 616-1000 -3.41/-2.59 0.007-0.03
R Insula 50 3 -2 13 -2.64 668-1000 -2.88/-2.54 0.002-0.006
R Superior temporal gyrus 22 60 -8 3 -2.37 772-1000 -2.67/-2.47 0.03-0.04
R Posterior cingulate 2 70 -18 13 -2.31 668-1000 .44/-2.37  0.008-0.009
R Supramarginal gyrus 40 50 -38 38 -2.12 824-928 .65/-2.47  0.03-0.04

R Middle frontal gyrus 10 50 52 -7 -3.26 460-1000 .34/-2.28  0.005-0.05

The sign (-) indicates the presence of a significant negative correlation in that particular group, which means that the
lower the beta power, the higher the associative memory in that particular group. The direction of the contrast
indicates that the first group showed a stronger correlation than the second group. BA = Brodmann area; L = left; R =
right; t = t-statistic at the source level; T = range of t-statistics in the time domain; p = range of p values in the time
domain.

13

229



Anexo Il. Supplementary material of Scientific Reports

7. Correlation between alpha power and associative memory in aMClI-s
individuals.

Table S5. Cortical regions showing a significant correlation across aMCl-s individuals between associative
d’ and alpha ERD during the encoding and retrieval task.

Contrast
Cortical region BA X y z t  Time (ms) T p

ENCODING TASK
aMCI-s

Dcluster <0.005

L Supramarginal gyrus 40 60 -48 33 -0.65 468-988  -0.54/-0.81 107-0.02
L Posterior cingulate 31 20 -43 38 -0.63 676-988  -0.55/-0.6  0.009-0.01
L Inferior parietal lobe 40 -65  -38 28  -0.60 520-988  -0.52/-0.8 10%-0.02

L Parahippocampal gyrus 28 20 -13 -17  -0.58 572-988  .0.55/-0.66 0.003-0.01

L Middle temporal gyrus 39 40 -58 23 -0.53  676-936  _0.51/-057 0.01-0.03

RETRIEVAL TASK
aMClI-s

Petuster < 0.03

R Precuneus 7 200 -63 53 -0.73 512-980  -0.55/-0.81 10™*-0.01
L Superior temporal gyrus 22 65 48 23 -0.69 408-980  -0.56/-0.80 10™-0.01
R Inferior temporal gyrus 37 60 48 22 -0.68 512-980  -0.53/-0.81 10™-0.02
R Fusiform gyrus 37 60 -63 -12  -0.67 460-980  -0.48/-0.81 10™-0.01
R Superior parietal lobule 7 25 53 68 -0.63 408-980 -0.61/-0.83 0.001-0.02
L Inferior parietal lobule 40 -65  -33 23 -0.62 304-980  -0.54/-0.72 0.001

R Cuneus 19 25 93 33  -0.61 564-980 -0.57/-0.78 0.001-0.01

BA = Brodmann area; L = left; R = right; ¢ = ¢-statistic at the source level; 7= range of t-statistics in the time domain; p =
range of p values in the time domain.
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