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5-CSRTT Five-choice serial reaction time task

Acc Nucli Accumbens

ACh Acetilcolina

AMPA Acid a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionic
AMPAr Receptor dAMPA

AP1 Aprenentatge 1

AP2 Aprenentatge 2

ATV Area tegmental ventral

BDBv Banda diagonal de broca, banda vertical
BDNF Factor neurotrofic derivat del cervell

BLA Amigdala basolateral

Ca?* 16 de calci

CIL Escorca infralimbica

CM-PF Complex centremitja-parafascicular

CO2 Dioxid de carboni

CPF Escorca prefrontal

CPFm Escorca prefrontal medial

CPL Escorca prelimbic

CREB Proteina d’uni6 a I'element de resposta a TAMPc
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DMTP Delayed matching-to-position

DNMTP Delayed non-matching-to-position

DSO Discriminacié simple d'olors



EAAT Transportador d’'aminoacids excitadors

EC Estimul condicional

ECP Estimulacié cerebral profunda
EN Estimul neutre

EV2 Evitacio activa de dos sentits
fr fascicle retroflexus

GABA Acid gamma-aminobutiric
GABAr Receptor GABA

Glu glutamat

GP Globus pal-lid

HBL Habénula

HPC Hipocamp

HPCd Regio6 dorsal de I'hipocamp
HPCv Regi6 ventral de I'hipocamp
ILN Nuclis intralaminars del talem
ING Interneuron network gamma
K* 16 de potassi

KAINATTr Receptor d’acid kainic

LTD Long-term depression

ME Menjar entrenat

Mg?* |6 magnesi

MK-801 (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-

imine maleat

MNE Menjar no entrenat
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NMDA Acid N-metil-D-aspartat
NMDAr Receptor NMDA

NMTP Non-matching-to-position
NRT Nucli reticular talamic
NST Nucli subtalamic
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PB Prosencefal basal

PBS Tampo fosfat sali

PEP Potencial excitador postsinaptic
PF Parafascicular

PFI Parafascicular lateral

PFm Parafascicular medial

PFn Nucli parafascicular

PING Pyramidal interneuron network gamma
PLT Potenciacio a llarg termini

PV Parbalvumina

PVBC PV-basket cell

RMf Ressonancia magneética funcional
RNA Acid ribonucleic

S18986 (S)-2,3-dihidro-[3,4]-ciclopenta-1,2,4-benzotiadiazina- 1,1-dioxid
SCOP Escopolamina

Sl Substancia innominata

SM Septum medial

SNC Sistema nerviés central

TDAH Transtorn per déficid d’atencid i hiperactivitat
TOC Transtorn obsessiu compulsiu

TSPA Transmissio social de preferéncia alimentaria
Vglut Transportador vesicular de glutamat
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En els darrers anys, diversos factors han contribuit a allargar I'esperanga de
vida de les persones, fet que pot implicar una major incidéncia de malalties
neurodegeneratives com son ['Alzheimer o d’altres patologies que també
cursen amb demencia, les quals afecten habilitats cognitives basiques per a
una Optima qualitat de vida i constitueixen, per tant, un dels principals
problemes socials i de salut publica actualment. En el procés d’envelliment no
patologic aquestes capacitats cognitives, com ara la memoria o I'atencié, també
es poden veure afectades, si bé trobem una gran variabilitat entre diferents
persones. En aquest context, I'envelliment no patologic es tracta d’'un procés
biologic irreversible durant el que es produeix un seguit de canvis fisics i
psiquics i, tot i que no constitueix una malaltia per se, alguns d’aquests canvis
poden augmentar la incidéncia de diverses malalties mentals i/o organiques
(Izaks & Westendorp, 2003).

El cortex prefrontal (CPF) i I'hipocamp (HPC) soén estructures cerebrals
especialment sensibles a aquest procés d’envelliment i la seva degeneracio
comporta afectacions en I'atencid, la flexibilitat cognitiva i la memoria,espacial i
de treball (MT) principalment (Esiri, 2007). D’altra banda, s’ha constatat que
durant I'envelliment es produeix una reduccié dels nivells de receptors
glutamatérgics acid N-metil-D-aspartat (NMDAr) i a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionic (AMPAr), els quals sén essencials per a I'expressio de la
plasticitat sinaptica hipocampal implicada en l'aprenentatge i la memoria ;
(Barnes, 1979; Wenk & Barnes, 2000). Aquests i altres canvis neurofisiologics
que es produeixen durant el procés d’envelliment deriven en déficits en la MT i
la memoria episodica (ME) (Tulving, 1983; (Yonelinas, 2002), aixi com en una
perdua de les capacitats atencionals, executives i visuoespacials (Buckner,
2004; Klencklen et al., 2012; Lithfous et al., 2013).

Aquest treball pretén potenciar I'aprenentatge i la memoria a través de
I'administracio d’agonistes del glutamat en regions cerebrals claus per a les
funcions cognitives. Aixi doncs, hem utilitzat diferents models animals a fi de

simular algunes de les afectacions que apareixen durant I'envelliment. En
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concret, en la present tesi s’han utilitzat dos models de caire farmacologic,
I'administracié d’escopolamina (SCOP), que provoca alteracions colinergiques,
i de muscimol, que inactiva les neurones transitoriament. A més, també hem
treballat amb un model no farmacologic, d’envelliment natural, rates Wistar de

24 mesos d’edat.

Per tal d’avaluar els déficits induits en els models animals mencionats vam
utilitzar diferents paradigmes conductuals de memoria, els quals ens van
permetre avaluar diferents capacitats i processos que es poden veure afectats
durant I'envelliment natural o en malalties neurodegeneratives. Un d’ells és la
discriminaciéo simple d’olors (DSO), una tasca associativa de tipus olfactiu
basada en la tendéncia innata dels animals a explorar els estimuls nous
diferenciant-los d’aquells coneguts. També vam fer servir la tasca transmissio
social de preferéncia alimentaria (TSPA), la qual ens permet avaluar la
memoria relacional basada en estimuls olfactoris. A fi de valorar la MT vam
utilitzar la tasca de resposta demorada en gabia de condicionament, delayed
matching to position (DMTP), i per avaluar la flexibilitat cognitiva vam emprar la
seva reversio, delayed non-matching to position (DNMTP). Aquesta tasca i les
seves variants han estat utilitzades en clinica per avaluar malalties
neurologiques (Irle et al., 1987), aixi com també per explorar els efectes de
lesions cerebrals i els efectes de diferents farmacs sobre la memoria en
rosegadors (Dunnett, 1985; Dunnett, et al., 1989).

En la present tesi doctoral s’hi engloba una série d’experiments, duts a terme
amb les tasques anteriors, que pretén investigar diferents tractaments
cerebrals de tipus glutamatergic que podrien potenciar fonamentalment
processos atencionals i mnemonics en els models animals de déficit cognitiu
esmentats anteriorment, derivats d’inactivacions cerebrals o del procés
d’envelliment natural. El fet d’'investigar en aquest sistema de neurotransmissié
es deu a que el glutamat exerceix un rol protagonista en les funcions cognitives
(Lynch, 2006), i actua tant sobre receptors metabotropics com ionotropics,
entre els que destaquen els AMPAr i els NMDAr per la seva implicacio en la
plasticitat sinaptica i, especialment, en la induccié de la potenciacio a llarg

termini (PLT), la qual sembla un mecanisme clau per a la formacié de la
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memoria (Lynch et al.,, 2004). Donada la implicacié dels NMDAr i AMPAr en
processos cognitius, diversos estudis s'han basat en aquests receptors com a
diana per a tractaments destinats a la millora cognitiva (Rebola et al., 2010). Els
tractaments seleccionats en el present treball sén el compost (S)-2,3-dihidro-
[3,4]-ciclopenta-1,2,4-benzotiadiazina-1,1-dioxid (S18986), un agonista dels
AMPAL, i la D-cicloserina, un agonista parcial dels NMDAr. Tant un farmac com
I'altre van ser administrats intracerebralment a I'escorga prelimbica (CPL), una
regid de l'escorga prefrontal, la qual esta ampliament relacionada amb els

processos atencionals, la MT i la flexibilitat cognitiva, entre d’altres.

Pel que fa a la substancia S18986 és una ampaquina que podria resultar
beneficiosa per al tractament de deficits cognitius en malalties
neurodegeneratives ja que sembla produir efectes potenciadors sobre les
funcions cognitives,tant en animals joves (Bertaina-Anglade et al., 2007) com
envellits (Bloss et al., 2008), en diverses tasques d'aprenentatge. Un estudi dut
a terme en el nostre laboratori fou el primer en provar el seu efecte administrat
via intracerebral. Es va injectar de manera aguda al CPL i es va avaluar el seu
efecte en rates sobre la tasca DSO (Yefimenko et al., 2013). Aquest experiment
va mostrar una millora en I'execucio de la tasca de discriminacio, en reduir tant
el nombre d’errors com les latencies de resposta dels animals. A més, tant la
seva administracié cronica com aguda ha mostrat efectes neuroprotectors en
ratolins amb lesions intracerebrals induides per I'administracio d’NMDA (Dicou
et al., 2003).

D'altra banda, s'ha suggerit que I'S18986 podria modular les funcions cognitives
actuant sobre d'altres sistemes de neurotransmissio, doncs s'ha observat que
promou l'alliberacié d'acetilcolina (ACh) a I'HPC i de noradrenalina a 'HPC i al
cortex (Rosi et al., 2004). Aixi doncs, els diferents antecedents experimentals
suggereixen que aquesta molecula podria facilitar I'aprenentatge i la memoria i
millorar els problemes cognitius associats aledat o a malalties

neurodegeneratives.

Pel que fa als agonistes dels receptors NMDA, en la literatura trobem diversos

estudis que han valorat els efectes de la seva administracio i han observat que
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facilita l'aprenentatge i la memoria en diferents paradigmes conductuals
(Pussinen & Sirvio, 1999; Zlomuzica et al., 2007). A més a més, treballs del
nostre laboratori han demostrat que la injeccié directa al CPL de d-cicloserina
(DCS) facilita lI'aprenentatge d'una tasca de discriminacié olfactoria, com la
DSO (Villarejo-Rodriguez et al., 2010) i reverteix el deteriorament mnemonic
produit per la injeccié al CPL d’SCOP, un antagonista dels receptors colinérgics
muscarinics, en tasques olfactories, com la DSO o la TSPA (Portero-Tresserra
et al., 2013). No obstant, es necessita més recerca sobre els efectes de
'administracio de DCS sobre la MT, tot i que es poden destacar els estudis
duts a terme per Forsyth i els seus col-laboradors. Aquests experiments en
humans van demostrar com l'administracié sistemica de DCS en un grup
d’adults sans no causava millores en la MT (Forsyth et al., 2015), mentre que
potenciava I'execucio de tasques de MT en pacients esquizofrenics (Forsyth et
al., 2017). D’altra banda, tenint en consideracido el mecanisme d’accio de la
DCS, altres funcions dependents del CPF podrien beneficiar-se dels seus
efectes. Una d’aquestes funcions és la flexibilitat cognitiva, descrita com
I'habilitat per adaptar la nostra conducta davant d’estimuls canviants, nous o

inesperats.

Quant al substrat neuroanatomic subjacent a les tasques i models utilitzats en
la present tesi doctoral, 'HPC és critic per a la memoria declarativa o
relacional, és a dir, el tipus de memoria que permet recuperar de forma
conscient i intencional informacié relacionada amb experiéncies previes. Els
déficits en la consolidacié d’aquest tipus de memoria sén, precisament, un dels
aspectes més comuns durant I'envelliment, que es manifesten en tasques com
la TSPA (Portero-Tresserra et al., 2018).ElI CPF, per la seva banda, a part de
ser rellevant en aspectes com la flexibilitat cognitiva o el control inhibitori, té un
paper clau en les tasques de MT, la qual permet retenir i manipular informacio
durant un periode de temps breu, que pot anar des de segons fins a minuts.
Son diverses les investigacions que remarquen la importancia del CPF per al
bon funcionament de la MT i s’ha pogut comprovar com mitjangant la
inactivacié d’aquesta area es produeixen déficits significatius en I'execucié de
tasques com la DNMTP, la qual avalua aquest tipus de memoria (Auger &
Floresco, 2017). Tanmateix, com hem comentat anteriorment, els rols que
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assumeix el CPF son multiples i variats, motiu pel qual nombrosos equips
investigadors s’han centrat en delimitar quines arees especifiques del CPF
tindrien una major participaciéen la MT. Goldman-Rakic fou pionera en I'estudi
de la MT i les seves bases neurals i mitjancant estudis de registre de neurones
individuals, duts a terme en primats, va demostrar com en tasques de demora
temporal s’apreciaven patrons d’activitat neuronal significatius en una area que
correspondria al cortex prelimbic (CPL) (Chafee & Goldman-Rakic, 1998). El
CPL constitueix, anatdmicament parlant, una part de I'escorga prefrontal medial
(CPFm), implicat en I'adquisicio i la correcta execucié de tasques dependents
del manteniment de la informacié en periodes breus de temps (Gilmartin &
Helmstetter, 2010). Per aquesta rad, nombroses investigacions, incloent la
nostra, han considerat el CPL com una diana terapeutica prometedora sobre la

qual actuar per intentar disminuir deficits de MT ocasionats per diversos factors.

Una altra de les regions a tenir en compte en aquest context €s el nucli
parafascicular del talem (PFn). EI PFn és un component dels nuclis
intralaminars i és un element clau dins del sistema reticular activador ascendent
(Kinomura et al, 1996). També destaca per enviar projeccions
glutamatérgiques a l'estriat i al cortex prefrontal (CPF), especialment al cortex
infralimbic (CIL), prelimbic (CPL) i cingulat anterior (Sadikot & Rymar, 2009;
Quiroz-Padilla et al., 2010). A través d'aquestes projeccions, el PFn forma part
del sistema dels ganglis basals-talem-cortical, i participa en funcions
associatives, motores i limbiques (Galvan & Smith, 2011). La seva lesi6
impedeix I'adquisicio i la retencio de diferents paradigmes conductuals com, per
exemple, I'evitacio activa de dos sentits, la DSO i la TSPA; (Newman & Burk,
2005; Villarejo-Rodriguez et al., 2013). Aixi, doncs, el PFn sembla jugar un
paper modulador important de les capacitats cognitives, en concret de la

memoria, mitjancant les seves projeccions al CPF.

Per finalitzar aquest plantejament, tenint en compte la rellevancia del glutamat i
els AMPAr en els processos de plasticitat sinaptica, I'aprenentatge i memoria,
vam estudiar si 'S18986 administrada al CPL podria potenciar I'aprenentatge
i/o la memoria en les tasques com la DSO i la TSPA. A més, vam analitzar si

aguest compost podria revertir deficits mnemonics en les mateixes tasques,
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derivats de l'administracié6 d’'SCOP al CPL (Experiment 1). Aixi mateix, vam
avaluar si S18986 podria ser capac¢ de revertir els deficits,en els mateixos
paradigmes d’aprenentatge, produits per la inactivaci6 del PFn com a
consequéncia de 'administracié de muscimol, un agonista del receptor GABAA

(Experiment 2).

D’altra banda, vam avaluar sil’administracio intra PLC de DCS, agonista parcial
dels receptors NMDA, podria millorar la MT en rates envellides, en un
paradigma de resposta demorada realitzat en gabia de condicionament.
(Experiment 3).

Hipotesi i Objectius
La nostra hipotesi de treball €s que una correcta transmissio glutamatérgica al

CPF, i en concret al CPL, és essencial per als processos cognitius, com

I'aprenentatge, memoria i la flexibilitat cognitiva.

Tenint en compte alldo exposat, I'objectiu general del present treball consisteix
en avaluar si 'administracio intracerebral de moduladors positius dels receptors
de glutamat millora processos d’aprenentatge i memoria en animals sans i amb
deficit cognitiu. Esperem, doncs, que I'administraciéo d’agonistes dels AMPAr i
NMDAr al CPL podria facilitar 'aprenentatge i la memoria de tasques de
memoria basades en estimuls olfactius, altament rellevants en rosegadors, com
la DSO i la TSPA, aixi com la MT i la flexibilitat cognitiva en tasques que

inclouen demora entre les diferents fases.

Aixi doncs, els objectius especifics del treball han estat:

- Avaluar la capacitat de I'S18986 administrada pre-aprenentatge al CPL per
a revertir déficits en I'aprenentatge i la consolidacié de la memodria induits
per la injeccio post-adquisici6 d'SCOP en dues tasques d'aprenentatge
olfactori (DSO i TSPA) en rates joves.

- Avaluar la capacitat de 'S18986 administrada pre-aprenentatge al CPL, per

a revertir déficits d’aprenentage i/o memoria induits per I'administracio de
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muscimol pre-aprenentatge al PFn del talem en dues tasques d'aprenentatge

olfactori (DSO i TSPA) en rates joves.

- Avaluar la capacitat de la DCS administrada al CPL abans de cada sessio
d’entrenament per a revertir déficits associats a I'edat en la MT i la flexibilitat

cognitiva en les tasques de resposta demorada en gabia de condicionament.
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1 ENVELLIMENT | FUNCIONS COGNITIVES

L’envelliment, tot i no ser una patologia per se, €s un procés en el qual, fruit del
pas del temps, es veuen afectades les capacitats cognitives. Tot i aixo, trobem
una gran variabilitat individual, que pot ser explicada mitjancant variables com
'educacio, I'activitat fisica o els factors genétics, entre d’altres. De tota manera,
cal distingir entre les capacitats minvades dintre del procés d’envelliment
normal i el declivi associat a alguna de les patologies que poden conduir a la

demencia (Unverzagt, Hui et al., 2012)

Els canvis involutius que es donen durant I'envelliment no patoldgic son forga
comuns en tots els mamifers. Alguns d’aquests canvis subjacents a les
disfuncions cognitives associades a I'’envelliment natural son l'atrofia cortical,
suggerida per la reduccié del pes i el volum del parenquima, la dilatacié dels
ventricles, 'augment de la grandaria dels solcs i la disminucié del gruix de les
circumvolucions (Terry et al.,, 1987; Hubbard & Anderson, 1981). Aquesta
reduccio en la mida cerebral sembla correspondre a una pérdua selectiva de
substancia blanca, mentre que en I'envelliment patologic la substancia grisa es
veu també afectada (Salat et al., 1999). També es produeix una disminucié en
els nivells de molécules relacionades amb la supervivencia de les neurones i la
plasticitat sinaptica, com el factor neurotrofic derivat del cervell i el factor de
creixement nerviés. Tots aquests canvis correlacionen amb els déficits
cognitius (Marti-Nicolovius & Arévalo-Garcia, 2019), en especial amb les
alteracions de les funcions cognitives associades al l0bul frontal (West, 1996;
Rypma et al., 2001; Buckner, 2004; Van Petten, 2004). Aixi doncs, els métodes
volumétrics amb ressonancia magnetica (MRI) han mostrat reduccions
relacionades amb l'edat en regions frontals, pero també s'han trobat
disminucions en altres arees cerebrals, incloses les regions temporals,
parietals, subcorticals, cerebel-loses i també a la substancia blanca (Raz et al.,
1997; Good et al., 2001; Jernigan et al., 2001; Tisserand et al., 2002; Tisserand
& Jolles, 2003).
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Entre els canvis microscopics que es donen en l'envelliment normal i el
patologic hi trobem l'aparicié de cabdells neurofibril-lars, de plaques senils i la
degeneracio de les cel-lules glials. Malgrat aix0, les regions cerebrals on hi
apareixen no son equivalents. En l'envelliment patoldogic aquests canvis
s’observen en aquelles arees rellevants per a funcions superiors com és el cas
del CPF, el Iobul temporal medial i superior i els nuclis colinergics del
prosencéfal basal mentre que en l'envelliment no patologic aquests canvis
s’associen a un patré de reduccié de materia grisa que inclou I'escorga frontal,
temporal, parietal, i regions subcorticals(Yamamoto & Hirano, 1985; Gomez-Isla
et al., 1997).

A més d’aquestes alteracions neuropatologiques, un altre factor que contribueix
al deteriorament cognitiu observat durant I'envelliment és una reduccio en el
nombre dels receptors glutamatérgics NMDA i AMPA, descrita en rata (Tamaru
et al., 1991; Wenk et al., 1991; Clark et al., 1992), ratoli (Magnusson & Cotman,
1993a;b) i primat (Wenk et al., 1991), receptors que sén essencials per
I'expressio de la plasticitat sinaptica hipocampal implicada en I'aprenentatge i la
memoria (Barnes, 1979; Wenk & Barnes, 2000). En aquest context, alguns
estudis de ressonancia magnetica funcional (RMf) en persones grans han
mostrat una activitat hipocampal reduida que correlaciona amb déficits en
aprenentatge espacial (Moffat et al., 2006). A més a meés, estudis
neurobiologics i conductuals indiguen que durant I'envelliment s’observen
deficits en la memoria de treball (MT) i la memoria episodica en humans
(Tulving, 1983; Yonelinas, 2002), ambdues molt lligades a la integritat prefrontal
i hipocampal. Aixo explicaria el fet que les persones grans tinguin dificultats en
tasques de caire atencional, executiu i visuoespacial, també relacionades amb
els Iobuls frontals (Buckner, 2004; Grady, 2008; Klencklen et al., 2012; Lithfous
et al., 2013).

La MT consisteix en la representacié conscient i manipulacié temporal de la
informacio necessaria per a realitzar operacions cognitives complexes, com
'aprenentatge, la comprensio del llenguatge o el raonament. La seva
contribucio a la memoria a llarg termini i la seva relaci6 amb la intel-ligéncia

fluida, és a dir, amb la capacitat de raonament general i de resolucié de
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problemes fan de la MT un sistema de memoria molt rellevant (Morgado Bernal,
2005). Un senzill exemple del qué és la MT seria el fet de recordar allo que ens
han dit durant una conversa a fi de poder respondre en consonancia. En aquest
exemple hi podem veure tres fases diferenciades; si suposem que aquesta
conversa es dona entre un client i un cambrer la primera fase és la que
coneixem com a fase mostra, que correspondria a la informacié que li arriba al
cambrer per part del client; la segona és la fase demora la qual correspon a el
temps que transcorre des de que el client ha fet la seva demanda fins que el
cambrer pugui executar una resposta, aquesta ultima accié se 'anomena fase
tria ja que seleccionem la resposta en consonancia a la demanda que se’ns ha
fet.

En rosegadors s’ha observat un deteriorament associat amb I'edat en una tasca
que avalua aquest tipus de memoria, com és la “delayed matching to sample”
(DMTS). D’aquesta manera, mentre les rates joves i velles mostren un
rendiment similar quan existeix una demora curta entre la fase de mostra i la
fase de prova, en incrementar les demores entre les fases de la tasca (és a dir,
quan s’inclou una demanda de MT més elevada) el rendiment de les rates
velles es veu significativament perjudicat en comparacié al dels subjectes joves

(Bafiuelos et al., 2013; Bizon et al., 2009; Beas et al., 2013).

La MT es basa en el correcte funcionament de la CPF i, en especial, en la
capacitat de les neurones piramidals de seguir disparant fins i tot amb abséncia
de I'estimul (Goldman-Rakic, 1995). Durant I'envelliment, com s’ha comentat en
paragrafs anteriors, hi ha una pérdua de receptors glutamatergics, els quals es
troben ubicats principalment en les neurones piramidals. En concret, la perdua
es veu evidenciada en la subunitat NR2A dels NMDAr, que esta regulada per
I'edat, doncs en cervells immadurs els NMDAr es composen majoritariament de
la subunitat NR1 i de la NR2A, essent substituida amb els anys per la subunitat
NR2B. En aquest context, s’ha suggerit que I'afectacié de les tasques de MT
amb l'edat podria ser deguda a la reduccié que es dona en subunitats dels
NMDAr (Guidi et al., 2015) i de transportadors vesiculars de glutamat (VGlutl)
del CPF (Bloss et al., 2013). A més, en estudis electrofisiologics en rates, s’ha

observat que la MT s’associa a [l'activitat oscil-ladora en aquestes cel-lules
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piramidals (Buzsaki & Wang, 2012) relacionada amb ones gamma (30-100 Hz)
(Howard et al., 2003). Pel que fa als circuits neurals involucrats en la produccio
d’ones gamma, trobem dos models, per una banda, el model d’interneurones
gamma network (ING) on les oscil-lacions depenen de la matua inhibicié entre
neurones GABAeérgiques (Whittington et al., 2000). D’altra banda el model
PING, Pyramidal Interneuron Network Gamma, on les oscil-lacions depenen de
la interaccié entre les cel-lules piramidals i les neurones GABAeérgiques via
connexions de sinapsis recurrents (Whittington et al., 2000). En models PING,
les interneurones estan dirigides per sinapsis glutamatérgiques que provenen
de cél-lules piramidals (Gonzalez-Burgos & Lewis, 2012; Korotkova et al.,
2010).

Donada la relacioé entre els NMDAr i I'activitat inhibitoria de les interneurones
GABAergiques, és logic que les infusions locals d’antagonistes dels NMDAr,
com I'MK-801, no només bloquegin aquests receptors en les interneurones
GABAergiques, sind que també afectarien els receptors de cel-lules piramidals
(Gonzalez-Burgos & Lewis, 2012). Per tant, la disminucié de l'activitat dels
NMDAr dins el PFC sembla afectar predominantment el manteniment
d’informacio relacionada amb la MT. En comparacié, la disminucié de l'activacio
dels receptors GABAa pot afectar la codificacio de la informaciéo de la MT
(Auger & Floresco, 2017). Tant 'administracid d’antagonistes dels GABAr com
dels NMDAr poden desregular les ones gamma i afectar la MT, tot i que sembla
que les consequéncies de bloquejar uns o altres receptors no son exactament
iguals, ja que la contribucid dels NMDAr en [lactivacid sinaptica de les
interneurones GABAEérgiques és modesta (Hull et al., 2009). El blocatge dels
ions magnesi dels NMDAr és més fort en les pv-Basket cells (PVBCs) que en
les neurones excitatories, fent que la seva contribuci6 en els potencials
postsinaptics de les PVBCs sigui débil (Hull et al., 2009). Es possible que la
permeabilitat al calci dels NMDA jugui un rol independent o directe en

I'excitacio de les cél-lules PV (Sarihi et al., 2008).

Gonzélez-Burgos i Lewis 'any 2012 van veure una relacié inversa entre la
contribucio NMDA en les ones gamma, ja que incrementant els corrents NMDA

baixa la freqiencia gamma. En el model, consistent amb les observacions
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experimentals, la introduccié de corrents de llarga durada NMDAr en les
sinapsis PVBCs produien rafegues retardades de potencials d'accié que no van
ser bloquejats a la d'excitacié que arriba de cél-lules piramidals (Gonzalez-
Burgos & Lewis, 2012).

La MT la podem avaluar a través de diferents paradigmes conductuals com
sén, la ja citada previament tasca de DMTP, i la seva variant DNMTP, pero
també utilitzant laberints espacials o tasques olfactives com per exemple I'odor
spantask. En aquesta Ultima, es presenta un recipient amb sorra aromatitzada
amb un reforg amagat al interior i en el seglent assaig es presenta aquest
mateix recipient aromatitzat junt amb un altre amb un aroma nou on s’hi
introdueix el reforgador I'animal ha de recordar que les aromes ja presentades
anteriorment ja no estan reforcades. En aquesta tasca es pot anar afegint nous
recipients aromatitzats de manera que acaba esdevenint un bon paradigma de
memoria de treball de tipus olfactiu (Dudchenko et al.,2013). Com aquesta,
moltes altres tasques realitzades en diferents laberints, com ara el radial o el de
nou forats, han estat utilitzades per a I'avaluacié de la MT, no obstant, tots
aquests paradigmes no estan automatitzats i per tant es facilita 'aparicié de

variables estranyes.

Sembla ser doncs, que els instruments més fiables a I’hora d’avaluar la MT soén
les gabies de condicionament pel fet de ser instruments automatitzats, en
especial mitjangant pantalla tactil per la seva flexibilitat a I'hora tant d’agregar
diversos graus de dificultat, ja sigui modificant la durada de la demora o
agregant colors o formes, com per evitar estrategies de resposta que
emmascarin el resultat de I'avaluacio de la MT. A més a més cal tenir present el
comportament natural de I'animal i facilitar que puguin respondre en

consonancia a la seva naturalesa.

A part de la MT, durant I'envelliment també s’observen dificultats en tasques de
memoria declarativa, altres déficits associats a I'envelliment sén els sensorials,
en especial els olfactoris, que afecten, obviament, els aprenentatges basats en
aquesta modalitat sensorial. L'olfacte és la modalitat etologicament meés
rellevant en els rosegadors i té un caracter molt adaptatiu, lligat a la
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supervivéncia i la reproduccié. El processament olfactori té lloc a I'escorga
olfactoria d’associacio, la qual esta estretament relacionada amb I'escorca
olfactoria peririnal i també l'amigdala, 'HPC i regions del CPF. Els déficits
olfactius sén presents en multiples malalties neurodegeneratives, aixi com
també s’observen després de lesions cerebrals, epilépsia 0 migranya. En el cas
de la malaltia d’Alzheimer és una caracteristica que es manifesta en les etapes
més primerenques i que progressivament es va agreujant amb el curs de la
malaltia (McNamara et al., 2008). De fet, per aquest motiu s’ha suggerit que la
deteccio d’andsmia en la fase preclinica podria ser utilitzada com a indicador
durant el diagnostic d’aquestes malalties (Doty et al., 1987; Daniel & Hawkes,
1992). En humans, I'avaluacio dels efectes de I'’envelliment sobre I'olfacte s'ha
realitzat predominantment en l'olfacte ortonasal i inclou estudis de la capacitat
per identificar les olors, aixi com avaluacions de les intensitats percebudes dels
estimuls olfactius. Els ancians mostren clars descensos en la capacitat
d'identificar les olors en comparaci6 a grups de joves (Doty et al., 1984,
(Wysocki & Gilbert, 1989). A més, les intensitats percebudes de moltes olors
poden atenuar-se amb l'edat. No obstant aix0, existeix cert desacord sobre la
magnitud d’aquest efecte (Stevens & Cain, 1987). D’altra banda, I'edat sembla
produir efectes de deteriorament també en l'olfacte retronasal (Murphy, 1985)

i es proposa que alguns individus tenen alteracions limitades només a l'olfaccio
retronasal (Duffy & Wurtz, 1991).

Els aprenentatges olfactoris han estat un model especialment Gtil per estudiar
les funcions de diferents neurotransmissors critics en els processos
d’aprenentatge i memoria, com per exemple I'ACh. L’ACh és un dels
neurotransmissors mes estesos al sistema nervids, ja que les neurones
colineérgiques estan ampliament distribuides per tot I'encefal. Les principals
fonts colinérgiques son els nuclis del tronc de I'encéfal i del prosencéfal basal
(PB). S’ha descrit que 'ACh modula funcions cognitives i conductuals, tals com
la regulacié de l'arousal cortical i els processos atencionals i, a més, exerceix
un paper crucial en els processos de plasticitat neural subjacents a
'aprenentatge i la memoria (Sarter & Parikh, 2005; Gu, 2002) mitjancant
I'activacié dels receptors muscarinics (Hasselmo, 2006; Bartus et al.,1982;
(Bhattacharya & Sen, 1991). S'ha descrit que 'ACh modula funcions cognitives
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i conductuals i realitza un paper clau en els processos de memoria i

aprenentatge.

Aquestes funcions les realitza gracies, en part, a la modulacié que exerceix
sobre l'activitat neuronal d’estructures critiques en el sistema olfactori, com el
bulb olfactori (Castillo et al., 1999; Elaagouby & Gervais, 1992) i el cortex
piriforme (Barkai et al., 1994; Hasselmo & Bower, 1992; Linster et al.,1999). De
fet, la disrupcié de la funcié colinérgica produeix un deteriorament de diferents
formes de memoria olfactoria. Per exemple, les lesions selectives colinérgiques
localitzades en diferents nuclis del PB produeixen deficits en tasques de
memoria associativa olfactoria, com la TSPA (Vale-Martinez et al., 2002) i
augmenten la generalitzacié entre olors similars (Linster et al., 2001). Aixi
mateix, quan s’administren antagonistes colinérgics com I'SCOP de forma
sistémica al bulb olfactori es deteriora 'execucio de diverses tasques basades
en estimuls olfactoris, com I'habituacié simple, I'aprenentatge d’estrategies,
'aprenentatge perceptiu i 'emparellament demorat (De Rosa & Hasselmo,
2000); Fletcher & Wilson, 2001; Hunter & Murray, 1989; Ravel et al., 1992;
Ravel et al., 1994; Saar et al., 2001). D’altra banda, I'administracié d’agonistes
colinérgics augmenta la discriminaci6 dolors i millora [l'aprenentatge

d’estratégies olfactories (Doty et al., 1998; Saar et al., 2001).

Donada la importancia de 'ACh i de les seves projeccions cap al CPF, les quals
contribueixen a un correcte funcionament d’aquesta regio cerebral, i dels efectes
de I'envelliment sobre el CPF, en el present treball hem utilitzat tasques de
memoria olfactiva en les que la integritat del CPF és necessaria per un correcte

aprenentatge, com son la TSPA i la DSO.

2 CORTEX PREFRONTAL | FUNCIONS COGNITIVES

El CPF és la part més rostral del 16bul frontal, constituit també per I'escorcga
motora i premotora. Aquesta area cortical és la que més ha augmentat en
volum relatiu en humans, a més de ser aquella que triga més temps en

desenvolupar-se filogeneticament (Preuss, 1995). Durant molts anys s’ha
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discutit sobre fins a quin punt aquesta regié és homologa en primats i en
rosegadors i, tot i que en primats les funcions puguin anar més enlla de les que
porta a terme en rosegadors, podem parlar d’'una certa homologia entre
especies, ja que en tots els mamifers, el CPF rep aferéncies del nucli dorsal
mitja del talem (Fuster, 2009).

Cal recordar que el CPF abasta una area molt important, amb diferents
subregions, les quals exerceixen multiples funcions. Una possible classificacio
de les diferents parts de I'escorga prefrontal en humans és la segtient (figures 1
i 2):

ESCORCA PREFRONTAL

LATERAL MEDIAL ORBITOFRONTAL
DORSOLATERAL DORSOMEDIAL
VENTROLATERAL VENTROMEDIAL

Figura 1: Esquema resum de les diferents regions que formen l'escorga prefrontal en humans.
Carléen 2017.

Figura 2: (A) Divisié funcional del CPF en humans (Escorca prefrontal dorsolateral (dIPFC),
escor¢a prefrontal dorsomedial (dmPFC), escorca prefrontal ventromedial (vmPFC), escorca
prefrontal ventrolateral (vVIPFC), escorca orbitofrontal (OFC) i (B) en rata (Escorca orbital (ORB),
area motora secundaria (MOs), Area cingulada anterior (ACA), Area insular agranular (Al),
escorca prelimbica (CPL), escorca infralimbica (CIL). Adaptat de Carlén, 2017.
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2.1 CITOARQUITECTURA

En primats, la CPF esta formada per sis capes diferenciades, pero en rata no
existeix la capa IV granular (Groenewegen & Uylings, 2000) i només es
distingeixen amb claredat quatre capes (Swanson L.W., 1998). Les neurones
piramidals glutamatergiques sén les més nombroses de I'escorca (70-85%) i
son presents en totes les capes de I'escorca, exceptuant la capa | (McCormick
et al.,1985). Les neurones piramidals més petites son les que es troben a les
capes Il/lll, mentre que les més grans es localitzen a les capes V/VI. Aquestes
neurones constitueixen un grup molt heterogeni, amb diverses morfologies en
I'arboritzacié dendritica i en les projeccions col-laterals axoniques, diferéncies
que poden traduir-se en una diversitat funcional entre els diferents tipus de
neurones piramidals (DeFelipe & Farifias, 1992; Somogyi et al., 1998). Existeix
una gran especificitat laminar de les projeccions de la CPF, les neurones
piramidals de les capes Il/lll projecten a altres zones de I'escorga, mentre que
les de les capes V/VI tot i també projectar a zones de I'escor¢a ho fan en la
majoria de casos sobre estructures subcorticals (DeFelipe et al., 2001). A més
de les neurones de projeccid piramidals, un altre tipus de neurones present a
I'escorga prefrontal son les interneurones, les quals tenen diferents morfologies
i patrons d‘arboritzacié dendritica. Constitueixen del 15 al 30% de les neurones
de l'escorca cerebral i s6n presents en totes les arees i capes corticals. La
majoria d'aquestes interneurones alliberen el neurotransmissor GABA (Somogyi
et al., 1998) i realitzen els seus contactes sinaptics dins la mateixa escorca

proporcionant un control local inhibitori (DeFelipe et al., 2001)

Podem classificar les interneurones en funci6 de la seva morfologia,
diferenciant aixi entre les basket cells, les interneurones canelobre, les double
bouquet, les bipolars, les neurones Martinotti i aquelles que tenen forma
neuroglial (veure figura 3) (DeFelipe et al., 2001). Pero també és habitual
classificar-les en funcio de la proteina d’unié al calci que expressen, en aquest
cas diferenciem entre les interneurones de calbindina (majoritariament les
double bouquet), calretinina (double bouquet i bipolars) i parvalbumina

(canelobre i basket cells) (Benes & Berretta, 2001).
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Multipolar

Double

Amb forma de fi
neuroglia

s Canelobre

Martinotti

Figura 3: Morfologies representatives dels tipus d'interneurones de ratoli (en vermell els axons i
en blau els arbres dendritics). A la imatge podem veure dues variants de les cél-lules bipolars i
de les basket cells.Adaptat de Kirkcaldie 2012.

Les interneurones que expressen parvalbumina (PV) participen en la regulacio
de les neurones piramidals de projeccié (McBain & Fisahn, 2002; Markram et
al., 2004). Aquestes cel-lules projecten un axé que sinapta de forma exclusiva
amb el segment inicial de les neurones piramidals, a través de receptors
GABAA, presentant un patré molt rapid de trens de potencials d'accié (Somogyi
et al., 1998). Les caracteristiques descrites per les interneurones GABA
converteixen aquestes cel-lules en possibles reguladores de les projeccions de

les piramidals.

L’alliberament de GABA des de les interneurones que contenen PV és
important per tal de regular les ones gamma corticals. Com ja s’ha comentat
anteriorment, s’ha vist que les ones gamma cerebrals sincronitzades
correlacionen amb els processos de MT i d’atencio selectiva (Womelsdorf &
Fries, 2007) i que les tasques amb demanda cognitiva elevada correlacionen
amb un increment de les ones gamma (Cho et al., 2006; Basar-Eroglu et al.,
2007). Per tant, els antagonistes GABAeérgics podrien desregular les ones

d’aquesta frequéncia afectant aixi la MT. No obstant, I'antagonisme dels
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NMDAr de les neurones piramidals del CPF també pot produir aguesta

desregulacio de les ones gamma (Homayoun & Moghaddam, 2007).

2.2 CONNECTIVITAT

El CPF té un paper crucial en la regulacié i processament d'informacio
procedent de diverses arees corticals i subcorticals. Aquest paper regulador
depen de les connexions directes o indirectes que presenta amb totes aquestes
regions cerebrals (veure figura 4), que en moltes ocasions sOn reciproques.
Estudis anatomics realitzats mitjancant la combinacié de diferents tecniques
immunohistoquimiques, de transport retrograd i hibridacio in situ han permes
diferenciar i definir I'anatomia i la naturalesa (tipus de neurotransmissio) de les

projeccions cap al CPF (Peyronet al., 1997).

La major densitat d’aferéncies al CPF provenen del nucli mig dorsal talamic
(Donoghue & Wise, 1982). Aguestes connexions soOn reciproques i es
distribueixen de manera ordenada acabant principalment en les capes I i lll del
CPF (Uylings& Van Eden, 1990). No obstant, no només aquest nucli del talem
envia projeccions al CPF, siné que ho fan tots els nuclis medials com per
exemple el paratenial, el paraventricular, l'intermediodorsal, el romboide, el
reuniens, a més a més dels nuclis intralaminars (Hsu & Price, 2007), com per

exemple, el PFn.

Una altra estructura que també connecta de manera rellevant amb el CPF és
'amigdala, en concret la regi6 basolateral. Es tracta de connexions
reciproques que parteixen essencialment des de les regions prelimbica (CPL) i
infralimbica (CIL) del CPF (Zaborszky et al., 2000; Vertes, 2004; Gabbott et al.,
2005). Altres arees del sistema limbic amb les que esta interconnectat el CPF
sén el nucli accumbens (Burns et al.,, 1996; Fuster, 1997; Tzschentke &
Schmidt, 2000) i I'nipocamp, en especial amb el subiculum i CAl ventral
(Krettek & Price, 1977; Vertes, 2004; Gabbott et al., 2005).

Les projeccions esmentades anteriorment so6n eminentment de tipus

glutamatergic, pero el CPF també rep connexions de diferent naturalesa
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neuroquimica, com son les que provenen del prosencéfal basal, concretament
del nucli basal magnocel-lular, les quals constitueixen la principal innervacié
colinérgica del CPF (Jacobson et al., 2008), tot i que les projeccions des del
CPF a aguesta regio son glutamatéergiques (Gaykema et al., 1991; Zaborszky et
al.,1997).

Pel que fa a les connexions amb el mesencéfal i protuberancia s'han descrit
projeccions dirigides a l'area tegmental ventral (ATV) (Carr & Sesack, 2000) i el
locus coeruleus (Arnsten & Goldman-Rakic, 1984). L'ATV envia al seu torn
projeccions a través del feix prosencefalic medial (Hokfelt et al., 1974) i
constitueix la principal projeccié dopaminérgica al CPF (Bjorklund & Dunnett,
2007). D'altra banda, el locus coeruleus és el principal responsable de la
innervacié noradrenergica a l'escorca (Felten & Sladek, 1983). Altres arees que
reben projeccions del CPF son el nucli del rafe dorsal, la substancia grisa
periaquieductal, el nucli del tracte solitari i la substancia negra pars compacta
(Uylings& Van Eden, 1990; Vertes, 2004).

Figura 4: Seccid sagital en la qual podem veure les principals projeccions des del CPL en
cervell de rata. (AC: cortex cingulat anterior; Ald: cortex insular agranular part dorsal; Alv:
cortex insular agranular part ventral; AM: nucli anteromedial del talem; AON: nucli olfactori
anterior; BLA: nucli basolateral de 'amigdala; C: cerebel; C-P: nuclis caudat i putamen, estriat;

CEA: nucli central de I'amigdala, CEM: nucli central medial del talem; CLA: claustrum; EC:
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cortex entorhinal; DR: nucli dorsal del rafe; IAM: nucli interanteromedial del talem; IL: cortex
infralimbic; IMD: nucli intermediodorsal del talem; LHy: area hipotalamica lateral; MD: nucli
mediodorsal del talem; MO: cortex orbital medial; MR: nucli mitja del rafe; NTS: nucli del tracte
solitari; N7: nucli facial; OT: tubercle olfactori; PAG: substancia gris periagiieductal; PBI: nucli
parabraquial lateral; PFx: regié perifornical de I'hipotalem; PL: cortex prelimbic; PN: nucli ponti;
PRC: cortex peririnic; PT: nucli parataenial del talem; PV: nucli paraventricular del talem; RE:
nucli reuniens del talem; RH: nucli romboide del talem; TTd: taeniatecta dorsal; VLO: cortex
orbital ventrolateral. (Adaptat deVertes 2004).

2.3 FUNCIONS

El coneixement que tenim del CPF és que esta molt relacionat amb I'atencid i
les funcions executives en humans (Owen, Evans, & Petrides, 1996; Robbins et
al., 1998) i animals (Dias et al., 1996; Birrell & V.J. Brown, 1995), com per
exemple la MT, el control inhibitori, la flexibilitat cognitiva o la capacitat
d’atencio (Miyake et al., 2001) S’entén com a procés atencional I'eficacia de
I'adquisicio de nova informacié en situacions caracteritzades per la preséncia
de multiples estimuls, seleccionant aquella informacié que és rellevant i alhora
ignorant la irrellevant (Sarter et al., 2003). Estudis previs han observat deficits
atencionals i de flexibilitat cognitiva després de la lesié del CPL en la tasca five-
choice serial reaction time task (5-CSRTT) i en d’altres paradigmes que també
mesuren aquests processos cognitius com, per exemple, tasques de
condicionament operant apetitiu realitzades amb determinades caracteristiques
d’aplicacid, com per exemple amagant el refor¢ en un recipient ple de sorra
aromatitzada. A les conclusions que han arribat aquests estudis es que el CPL
és responsable de la flexibilitat cognitiva quan hi ha un canvi en les estrategies
o en les normes. ElI CPL facilita la capacitat de canviar inicialment una
estrategia rellevant anteriorment (Dalley et al., 2004; Kelley et al., 1998; Muir et
al., 1996; Peters, 2006; Ragozzino, 2007). Aixo s'observa en condicions en que
I'individu ha d'inhibir la resposta en funcié de l'estimul, responent de manera
diferent a les contingéncies inicials. De fet, les lesions al CPL de les rates
produeixen deéficits d’atencié (Newman et al., 2008; Newman & McGaughy,
2008).
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Pel que fa a la MT, experiments realitzats en primats mostren com les neurones
del CPF es mantenen actives durant I'absencia d’estimuls, és a dir, durant els
periodes de temps en que I'animal ha de recordar un estimul previ per tal de
poder realitzar una tasca de manera optima (Chafee & Goldman-Rakic, 1998).
El CPF, en concret la seva part medial, juga un rol crucial en les capacitats
mnemoniques com la formacié de la memoria, la consolidacio, la recuperacio
de la memoria, aixi com també modula funcions emocionals i motores (Uylings
et al., 2003). Vieira i els seus col-laboradors (2015) van utilitzar un constructe
viral per a suprimir la subunitat NR1 dels receptors NMDA a fi de demostrar la
importancia dels NMDAr ubicats al CPFm en I'extincié. Els ratolins els quals
tenien la subunitat NR1 mostraven problemes de flexibilitat cognitiva (Vieira et
al., 2015).

Experiments neuropsicologics en humans també han permés coneixer la
implicaci6 del CPF en diverses funcions, per exemple la lesié de la zona
orbitofrontal comporta canvis drastics en la personalitat com pot ser un
augment de la conducta de risc, de la impulsivitat o de la desinhibicio, essent el
cas més celebre el del treballador ferroviari Phineas Gage (Fuster, 1997). Les
lesions al CPF lateral, d’altra banda, comporten incapacitat de planificacié i
d’organitzacié en l'espai temporal (Fuster, 2001). Per ultim les lesions en el
CPF medial han mostrat afectacions en I'atencié i la concentracié aixi com

també apatia i desinterés (Dumitriu et al., 2010).

En la present tesi hem posat especialment atencié en el CPL, el qual juga un
paper clau en la flexibilitat cognitiva i la inhibicié de conductes en el procés de
presa de decisions (Van Kerkhof et al., 2013). EI CPL esta ampliament
interconnectat amb diverses regions cerebrals relacionades amb el reforg
demorat i tot i que no es coneix completament la funcié del CPL es creu que
esta relacionada amb la codificacié del valor que es dona al refor¢ (Sackett et
al., 2019). A nivell cel-lular, el CPL, va ser una de les primeres regions on es va
descriure la potenciacio a llarg termini (PLT) fora de 'HPC, i es va observar, en
el fascicle que connecta 'HPC amb el CPL (Doyére et al.,, 1993). Des
d’aleshores, també altres estudis han descrit I'existéncia de PLT en aquesta i

altres zones corticals, com per exemple I'escorga somatosensorial (Vickery et
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al., 1997; Haul et al., 1999; Jay et al.,, 1996). Per tant, els fenomens de
plasticitat sinaptica en aguesta regio podrien explicar la seva implicacio en els
processos d’aprenentatge i memoria (Jay et al. 1996), i les seves connexions
amb I'HPC la seva participacio en la formacio de la memoria relacional (DeVito
et al. 2010).

De forma congruent, la disfuncido del CPF pot ser la responsable de déficits
observats en diversos trastorns neuropsiquiatrics com, per exemple, el trastorn
per déficit d’atencid i hiperactivitat (TDAH), la malaltia d’Alzheimer, I'ansietat o

I'esquizofrénia (Dalley et al., 2004; Schroeter et al., 2012).

3 SISTEMA GLUTAMATERGIC | FUNCIONS COGNITIVES
3.1 EL GLUTAMAT

El glutamat és el neurotransmissor excitador més important del sistema nervios
central (SNC) i, de fet, al voltant del 80-90% de les sinapsis so6n
glutamatérgiques (Braintenberg & Schiiz, 1998). El glutamat participa en
diverses funcions cerebrals, ja que és mediador d’informacié sensorial, de
coordinacié motora, d’emocions i cognicid, com per exemple de la formacié i la

recuperacio de la memoria (Parkinet al., 2018).

La sintesi del glutamat és un pas en el metabolisme de la glucosa i els
aminoacids. El glutamat és un precursor de I'acid y-aminobutiric (GABA) en les
neurones GABAergiques i de la glutamina en cel-lules glials; és un component
de proteines i péptids, per exemple glutatié (y-glutamil-cysteinil-glicina), que és
una gran defensa contra l'estres oxidatiu a les cel-lules. Per tant, totes les
cel-lules del cervell, neuronals i glials, contenen glutamat, que es troba tant en
el citosol com en els mitocondris, i tant en els cossos cel-lulars com en els

seus processos (Martinez-Hernandez et al., 1977) (veure figura 5).
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Figura 5: Esquema on es mostra les diferents implicacions del glutamat en reaccions
bioquimiques. Des de la seva producci6, tan a través de la glucosa com a través de la
glutamina, i les substancies que se’n deriven. Asp-T= Aspartat Transaminassa; GDH: Glutamat
Deshidrogenassa; PaG= glutaminasa fosforilada; GInSynth: Glutamina sintetasa. Figura
adaptada de Basic Neurochemistry, Molecular, Cellularand Medical Aspects; 7th edition

El glutamat es forma a partir de la glucosa, la qual després de ser oxidada
esdevé dues molécules de piruvat. Aquest acid és descarboxilat a la matriu del
mitocondri pel complex enzimatic piruvat deshidrogenasa produint CO:z i acetil-
CoA el qual intervé en les vies cataboliques del cicle de Krebs on esdevé a-
cetoglutarat. L’a-cetoglutarat constitueix I'estructura del carboni del glutamat. El
grup amino deriva d'un altre aminoacid, que després de la donaci6 del seu grup
amino es converteix en un cetoacid o un aldehid. Aquest donant d'amino pot
ser aspartat, GABA, alanina o algun altre aminoacid. El glutamat participa en
moltes reaccions bioquimiques: a les cél-lules glials es converteix, per accié de
'enzim glutamina sintetasa, en glutamina, la qual si és transportada al terminal
pre-sinaptic pot tornar a esdevenir glutamat mitjangant I'acci6 de I'enzim

glutaminasa (Shen et al., 1999).

En les neurones glutamatergiques, el glutamat es concentra en vesicules
sinaptiques on hi arriba a través dels transportadors de glutamat anomenats
VGLUT, uns complexos proteics que actuen com a bomba de protons

emmagatzemant el neurotransmissor en vesicules sinaptiques perquée puguin
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alliberar-se a la sinapsi. De VGLUT n’hi ha tres tipus, els VGLUT1, VGLUT2
(els quals podem trobar en diferents tipus de neurones glutamatérgiques i en
astrocits) i VGLUT3 (els quals poden ser localitzats en neurones
GABAergiques, monoaminérgiques i colinergiques). Un cop s’ha alliberat el
glutamat en la sinapsi es finalitza la amb els transportadors EAAT dels quals
n’hi ha cinc tipus, els EAAT1 els trobem en astrocits, s6n abundants en el
cerebel pero també presents en el prosencéfal, els EAAT2 sén el principal
transportador en el prosencéfal, els EAAT3 els podem trobar en neurones de
tot el cervell aixi com també de forma presinaptica en terminals GABAeérgics,
els EAAT4 son abundants en el cerebel, a les dendrites de les neurones de
Purkinje i finalment els EAATS els trobem a la retina (Parkin et al., 2018;
Meldrum, 2000).

L'absorcié del glutamat es produeix contra el seu gradient de concentracio i,
per tant, necessita una forga motriu, que es subministra principalment pel
gradient electroquimic del Na* a través de la membrana plasmatica. El glutamat
entra a les cél-lules juntament amb tres ions de Na* i un proto; i un i6 de K* es
contra-transportat (Danbolt et al., 2016). L'absorcié del glutamat és, per tant,
eléctrica, donant lloc a un moviment net de carrega positiva a través de la
membrana plasmatica. Un cop a la glia, el glutamat absorbit es converteix en
glutamina mitjangant I'accié de I'enzim glutamina sintetassa, la qual, com s’ha
comentat en anteriors paragrafs, pot tornar a esdevenir glutamat mitjancant la

glutaminassa fosforilada (Whiting et al., 1999).

3.2 ELS RECEPTORS DEL GLUTAMAT

Existeixen dos tipus de receptors del glutamat, els ionotropics i els
metabotropics. Els receptors ionotropics estan acoblats a canals ionics els
quals desencadenen respostes eléctriques rapides, i se n’han caracteritzat tres
tipus: NMDAr, AMPAr i Kainatr. Pel que fa als receptors metabotropics,

acoblats a proteines G, podem també distingir-ne tres classes (Veure figura 6).
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Receptors del Glutamat
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Figura 6: Familia molecular dels receptors del Glutamat. Cada familia es divideix en tres
classes i aquestes en diversos grups els quals exerceixen diferents funcions, es distribueixen

de forma diferent pel SN i sén codificats per diferents gens.

Pel que fa al NMDAr, és un heterotetramer que conté dues subunitats; la
subunitat NR1, la qual és necessaria per a la funcié de canal i la NR2, la qual
afecta les caracteristiques biofisiques i farmacologiques del NMDAr (Lynch i
Guttmann, 2001). En unes condicions on el potencial de membrana estigui en
repos, el canal NMDAr esta bloquejat per un i6 de Mg?+ Per a que el canal
estigui lliure és necessari que es doni una despolaritzacié. Dins del canal es
troba un lloc d'unié per a anestesics dissociatius (p. ex., ketamina, MK-801),
gue actuen com a antagonistes no competitius dependents de I'is. A part del
lloc de reconeixement del glutamat, a la subunitat NR1 hi ha un espai on s'hi
uneix el coagonista glicina (lloc modulador de la glicina, GMS), que ha d'estar
ocupat per la glicinaper obrir el canal (Berger et al., 1998). EI| NMDAr obert
permet l'entrada de Ca?*, que activa una cascada d'enzims que afecten la
bioquimica de la plasticitat sinaptica local i els processos d'expressid géenica
(Hong et al., 2004). L'activacié perllongada del NMDAr pot causar proliferacio
d’espines dendritiques i també tenir efectes trofics en neurones postsinaptiques
(Lladé et al., 1999).
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A I'nora de dissenyar tractaments per a la potenciacié de I'aprenentatge i la
memoria, els NMDAr es consideren centrals pels mecanismes de plasticitat
sinaptica (Liu et al., 2004). Durant la induccié de PLT, les sinapsis excitadores
convergents causen una robusta despolaritzacié sinaptica, I'entrada de Ca?* a
través dels NMDAr i regulacio a I'alga persistent de la funcio AMPAr (Malenka,
2003). Per contra, l'activaci6 excessiva dels NMDAr pot provocar estres
oxidatiu i mort neuronal (Coyle et al., 2002). No obstant, les propietats
d’aquests receptors ens permeten actuar-hi a través de la seva modulacié
indirecta a fi d’evitar la ja esmentada mort neuronal per activacié excessiva, i
una de les vies pot ser mitjancant agonistes parcials com és el cas de la d-
cicloserina (DCS) (de la qual en parlarem amb més profunditat en apartats
posteriors), que s’acobla al lloc d’'unié de la glicina actuant com agonista parcial

i facilitant els processos de PLT .

També es pot enfortir la funcié dels NMDAr mitjangant la potenciacié d’altres
receptors glutamatergics, ja que tant la potenciacié dels AMPAr com la dels
receptors metabotropics potencien la induccié de la PLT (Knafo et al., 2012).
Finalment, i com hem comentat en apartats anteriors, existeix una connexio
entre els diferents sistemes de neurotransmissid, aixi doncs es pot modular la
funci6 dels NMDAr a través de farmacs GABAergics, colinergics o
dopaminérgics (Rosi et al., 2004; Furth et al., 2013).

Pel que fa els AMPAr, son canals activats per glutamat i permeables al K* i al
Na*. A diferéncia dels NMDAr, no necessiten d’'un coagonista per a ser activats.
Els AMPAr son heterotetramers formats per quatre subunitats (GIuR1, GluR2,
GluR3 i GluR4). Es considera habitualment que en un AMPAr podem trobar
dues subunitats diferents estequiométricament associades. Cadascuna
d’aquestes subunitats esta constituida d’'una cua aminoterminal extracel-lular,
de tres dominis transmembrana, d’'una seqiéncia hidrofobica que constitueix el
canal i d’'una sequéncia c-terminal citosolica. La part extracel-lular del receptor

es subdivideix en dos dominis, el lligand i el domini n-terminal.
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Els AMPAr proporcionen I'entorn de despolaritzacié necessari per alliberar el
Mg2+ dels canals NMDAr i facilitar-ne I'obertura. Per tant, podem dir que els
AMPAr controlen l'activacié dels NMDAr a més a més de desencadenar
I'activacio de cascades neuroprotectores intracel-lulars a través de la familia de
proteines kinassa Src (Hayashi, et al., 1999). Una propietat caracteristica dels
moduladors AMPA es que poden induir I'alliberacié del factor neurotrofic derivat
del cervell (BDNF) i facilitar I'activitat dels NMDAr a través del circuit de
retroalimentacio BDNF-NMDAr (Georgiev et al., 2008).

Els AMPAr sén receptors critics en una transmissié glutamatérgica normal i la
seva disfunci6 esta relacionada amb diverses malalties mentals (Dingledine et
al., 1999). Els moduladors positius estabilitzen el receptor AMPA en el seu
estat de canal obert després de la uni6é del glutamat, i per tant, perllonguen el
flux de corrent a través de la cadena, augmentant aixi la resposta sinaptica
(Granger et al. 1993). Aquest efecte augmenta l'acci6 del glutamat i evita els
efectes excitotoxics causa d'una activacié directa i sostinguda del receptor
NMDA (Yamada & Nabeshima, 2000). A més, diversos moduladors positius
d'’AMPAr han demostrat una capacitat distintiva per augmentar la LTP en
I'hipocamp in vivo en rosegadors, i posseeixen propietats pro-cognitives en
diverses tasques de comportament en rosegadors i primats (Lepagnol et al.
1997; Zivkovic et al., 1995; Buccafusco et al. 2004; Beracochea et al. 2007).

En el present treball ens hem centrat en la modulacié positiva dels AMPAr, ja
gue podrien ser una diana terapéutica per al desenvolupament de farmacs que

reverteixin deficits mnemonics (Lynch, 2006; Staubli et al., 1994)

3.3 MODULACIO DELS RECEPTORS NMDA: LA D-CICLOSERINA

La d-cicloserina (DCS) (figura 7) fou descoberta I'any
H3N+ O- 1955 amb [l'objectiu de combatre les soques més

resistents de Mycobacterium Tuberculosis (Cavazos-

\

N Guzman & Carrillo-Arriaga, 2009). La DCS és, doncs, un
O’ antibiotic produit per soques d’Streptomycesorchidaceus

Figura 7: Estructura due fou usat inicialment com a tractament de la

quimica de la d-

cicloserina
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tuberculosi i d’altres infeccions. Durant el seu Us van observar-se canvis
cognitius en els pacients, fet que va conduir a estudiar els possibles efectes
d’aquest farmac sobre les funcions cognitives. La DCS és un agonista parcial
dels NMDAr (veure figura 8) que actua al lloc d’'unié de la glicina potenciant
I'activitat glutamatérgica de manera substancial (Hood et al., 1989; Normann &
Berger, 2008). Recentment s’ha descrit una major afinitat de la DCS pels
receptors NMDA compostos per les subunitats NR1 i NR2C. Malgrat que els
NMDAr amb subunitats NR2C es localitzen majoritariament al cerebel, també
han estat descrits al CPF (Karavanova et al., 2007). El fet que es tracti d’un
agonista parcial ha fet que sigui un dels farmacs més utilitzats en models
animals de déficit cognitiu o en estudis preclinics en humans ja que redueix els
possibles efectes citotoxics que tenen els agonistes directes (Monahan et al.
1989). Aixi doncs, diverses investigacions han treballat amb aquest farmac a fi
d’estudiar els possibles efectes terapeutics en diverses malalties. Aixi, la DCS
ha estat testada, tot i que sense gaire éxit, en el tractament dels simptomes
negatius de I'esquizofrénia (Goff, 2012) i de manera conjunta amb terapia
cognitiva en el tractament de trastorns d’ansietat (Hofmann et al., 2015),
trastorn obsessiu compulsiu (TOC) (Davis, 2011) o anorexia (Steinglass et al.,
2007), obtenint en aquests darrers casos resultats positius ja que
I'administraciéo de DCS propiciava un augment de la rapidesa i efectivitat de la

terapia psicologica.

D’altra banda, la DCS sembla millorar els déficits d'aprenentatge fruit del procés
d’envelliment tant administrada sistémicament (Baxter et al., 1994) com
directament a 'HPC (Portero-Tresserra et al., 2018) (veure taula 1). S’ha pogut
comprovar que la DCS disminueix els efectes perjudicials de l'estrés sobre
I'aprenentatge (Yamamoto et al., 2008) i potencia la flexibilitat cognitiva en
animals estressats més que no pas en animals controls (George et al.,
2018),aixi com també millora les dificultats en I'adquisicié i I'extincié del
condicionament de por produits per la privacié de son (Silvestri & Root, 2008).
A més, al nostre laboratori hem observat com I'administracié de DCS al CPL
també sembla reduir el déficit amneésic induit per SCOP (Portero-Tresserra et
al., 2013) i per la lesié del PFn (Villarejo-Rodriguez et al., 2013) en tasques de

memoria olfactiva. En una investigacié similar, també es demostra com la
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infusié de DCS prevenia els déficits de memoria relacional i la supressio dels
processos de PLT causats per I'administracié d’'SCOP (Portero-Tresserra et al.,
2014). A més a més s'ha observat que la infusié d'aquesta substancia a 'HPC
podria millorar els déficits produits per la injeccio intraperitoneal de MK-801 a la
adquisicié d'una tasca de memoria espacial (Kawabe et al.,, 1998). Estudis
preclinics en humans mostren que la DCS, combinada amb terapies
conductuals d’exposicid, podria constituir un tractament efica¢ dels trastorns
d’ansietat (Hofmann et al., 2013), ja que millora 'aprenentatge d’extincié de la

resposta de por (Vervilet, 2008).
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Figura 8: Esquema del NMDAr activat i els seus llocs d’unié de diferents substancies.
L’agonista DCS s’uneix al lloc d’unié de la glicina dins de la subunitat 1 del NMDAr

La majoria de treballs que han investigat els efectes de I'administracié6 de DCS
ho han fet mitjangant paradigmes aversius, principalment en el condicionament
de la por i de l'aversio pel lloc, mostrant que I'administracio de DCS abans i
després de I'entrenament pot facilitar 'aprenentatge d’extincié i la consolidacio
de la nova traga de memoria d’aquests paradigmes (Pre-entrenament: Bouton
et al. 2008; Langton & Richardson 2008; Lin et al. 2010; Myers & Carlezon
2010; Woods & Bouton 2006; Yamamoto et al. 2008; Yang et al. 2007; Lehner
et al. 2010; Post-entrenament: Ledgerwood et al. 2005; Vervliet 2008; Weber et

al. 2007; Gupta et al. 2013). Un menor nombre d'estudis ha investigat els
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efectes de la DCS en tasques apetitives, i només s'han determinat en
experiments que impliquen l'administracié de substancies addictives. Aquestes
investigacions han observat que quan I'administracié es realitza post-extincio,
es produeix una millora en la consolidacié de la mateixa (Kelley et al., 2007,
Paolone et al.,, 2009). En canvi, quan l'administracié es realitza abans de
I'entrenament els resultats sén més controvertits, ja que en algunes
investigacions la DCS pre-entrenament potencia l'aprenentatge de I'extincio
(Vengeliene et al., 2008), mentre que en d’altres no causa cap efecte (Vurbic et
al. 2011) o bé, fins i tot, el dificulta (Port & Seybold 1998). Aquestes diferencies
es podrien explicar per la durada i quantitat d’assajos realitzats durant
'entrenament d’extincid, ja que si el nombre d’assajos és breu, el procés que

es podria activar és el de reconsolidacio.

Pel que fa a els efectes de la DCS sobre la MT, existeixen pocs estudis, tot i
que alguns en humans mostren com I'administracio sistémica en adults sans no
'afecta (Forsyth et al., 2015) mentre que millora I'execucio de tasques de MT
en pacients esquizofrenics (Forsyth et al., 2017).Fins ara, la majoria dels
estudis en aquesta linia s'han centrat en els efectes de la DCS aguda en
diferents processos de memoria. En un d’ells, la DCS va millorar el rendiment
de les tasques sense demora i de resposta diferida en rates joves quan es van
administrar 30 minuts abans de la prova (Pussinen i Sirvid, 1999). A més, s'ha
demostrat que una dosi sistemica Unica de DCS administrada abans de la
prova de MT va millorar-ne la capacitat en humans adults (Kuriyama et al.,
2011). Mickley i els seus col-laboradors (2012) van mostrar que l'administracio
sistémica aguda, perd no cronica, de DCS 30 minuts després d'una sessio
d'extincio facilitava l'aprenentatge de l'extincio en rates joves. A més, sha
demostrat que la infusio intra-HPC aguda de DCS millora els deficits induits per
SCOP en la MT (Ohno i Watanabe, 1996).

Tenint en consideracid6 el mecanisme d’acci6 de la DCS, altres funcions
dependents del CPF poden beneficiar-se dels seus efectes. Una d’aquestes
funcions és la de la flexibilitat cognitiva, descrita com I'habilitat per a trobar

diferents alternatives a ’hora de buscar un resultat i alternar entre diferents
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criteris d’actuaci6 que poden ser necessaris per respondre a demandes

canviants d’'una tasca o situacio.

MOMENT AREA/ADMINISTRACIO EFECTE
AUTORS
30’ pre Sistémica o Walker et al.,
1 extincio
20’ pre BLA 2002
) ) 1 extincio Woods & Bouton
15’ pre sistémica )
= renovacio 2006
30’ pre BLA 1 extincio Mao et al., 2006
20’ pre sistemica 1 extincio Lee, Milton &
20’ pre BLA 1 reconsolidacié Everit, 2006
15’ pre Sistémica (+ metirapona) 1 extincio Yang et al., 2007
o 1 extincio Langton &
Immed. pre sistémica o )
= re extincié Richardson 2008
30’ pre sistémica 1 extincio Lin et al., 2010
1 extincio
o Ledgerwood et al.
Immed. post sistémica = Reaprenentatge 2005
1 Generalitzacié
1 extincio
Immed. post L
. o = extincio
Immed. pre i post 2 o sistemica L Parnas et al. 2005
. 1 extincio
28 dies pre L
= extincio
o 1 extincio
Immed. post sistémica L Weber et al. 2007
= reextincio
30’ pre 1 reconsolidacio
10’ post sistémica 1 extincio Bustos et al. 2010
24h post 1 extincio
o o Langton &
Immed. pre sistemica = extincio )
Richardson 2010
. : o McCallum et al.
Immed. post sistémica 1 retencio extincio
2010
40’ pre . .
sistemica 1 extincio Toth et al. 2012
Immed. post
1 extincié en animals
Lo estressats .
20’ pre sistémica L i Saito et al. 2012
| extincié en animals no
estressats
1 extincio
10’ pre HPC Ren et al. 2013

1 NMDAr 2B al HPC
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15’ pre

post

sistéemica

sistemica

1 extincio

1 extincio

Marc Teoric

Saridogan et al.
2015
Backer et al.,
2018

15’ pre

Immed. pre

15’ pre
30’ pre

Immed. post

6 dies durant

Immed. post

30’ pre

Immed. post

5’ pre

pre

Pre
Post

30’ pre

post

sistéemica

sistémica

Sistemic/BLA
BLA

BLA

sistéemica

sistémica

sistéemica

sistémica

BLA

sistéemica

sistemica

HPC

sistemica

1 extincio

1 extincio

1 reconsolidacio

1 extincio

Reverteix déficit en extincié

per estres

Reverteix déficit en extincid

per estres

Reverteix 1 NMDAr a 'HPC

1 extincio

1 extincio
1 GABA a BLA
1 extincio
1 pERK al CPFm

| freezing

1 extincio

1 extincio

1 extincio

1 reconsolidacio

Bouton et al.,
2008
Myers & Carlezon
2009
Yamada et al.,
2009

Akirav et al., 2009

Yamamoto et al.,
2008

Berlotto et al.,
2010
Lehner et al.,
2010

Gupta et al., 2013

Sugiyama et al.,
2018
Sugiyama et al.,
2019
Graham & Scott,
2018
Malan-Muller et
al., 2016
Saitho et al., 2017

60’ pre

Immed. Pre
Durant
30’ pre

Immed. post

Immed. post

Immed. post

Immed. post

sistémica

sistémica

sistemica

sistémica

sistemica

Sistémica
BLA

1 extincio

= extincio

| recondicionament
1 extincio

| recondicionament

1 extincio

1 extincio

1 extincio
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Vengeliene et al.,
2008
Groblewski et al.,
2009
Nic Dhonnchadha
et al., 2009
Kelley et al., 2007
Paolone et al.,
2009
Botreau et al.,
2006



Immed. post
20’ pre

Immed. pre

Immed. post

Immed. post
20’ pre

Immed. post

24h post
Immed. post

Immed. Post
60’ pre

30’ pre

15 pre
Immed. Post

Immed. Post

sistéemica

BLA

sistéemica

Sistemica
Acc

BLA, HPC, CPL

CIL

sistemica

sistemica

sistémica

sistemica

sistemica
sistéemica

sistéemica

sistémica
sistémica

CIL

1 extincio
1 reconsolidacié
1 extincio

1 extincio
1 extincio

= extincio
= extincio
= extincio
1 extincio

1 extincio

1 extincio

1 extincio

= extincio
| extincio

= extincio

1 extincié

1 extincio
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Thanos et al.,
2009
Lee et al., 2009
Myers &
Carlezon, 2010

Torregrossa et al.,
2010

Chang & Maren,
2011
Luetal, 2011
Thanos et al.,
2011
Karel et al., 2018
Yang et al., 2013

Shaw et al., 2009
Flavell et al., 2011
Port & Seybold,
1998
Vurbic et al., 2011
Leslie et al., 2012
Peters & De
Vries, 2013

Immed. Post

Immed. Post

Immed. Post

Amigdala
sistémica

sistemica

= extincid

1 extincio

| recuperacié espontania

1 extincio

Akirav et al., 2009
Mickley et al.,
2012
Sharp et al., 2017

MANIPULACIO

Lesio cerebral
traumatica

Lesio de I'area septal

medial

Lidocaina al HPCd

Exposicio al tolué

ADMINISTRACIO DCS

Sistémica post

Sistemica pre

Sistemica pre

Sistémica pre

EFECTE

Reversié del déficit

Reversié del déficit

Reversié del déficit

Reversié del déficit

AUTORS

Temple & Hamm,
1996
Riekkinen et al,.
1998a,b
Riekkinen et al.,
1999
Win-Shwe et al.,
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1 NMDAr 2A A THPC 2010
KO per GluD1 Sistemica 30’ pre Reversié del deficit Yadav et al., 2013
Lesio cerebral o . o Sta Maria et al.,
) Sistemica cada 12h Reversié del déficit
traumatica 2017
) Reversio del deficit Portero-Tresserra
Envelliment HPCv 20’ pre . .
1 sinaptofisina etal., 2018

) ) ) ) o Schuster &
Lesio HPC Sistémica pre Reversio del deficit )
Schmidt, 1992
) ) ) o Kawabe et al.,
MK-801 sistemica HPC pre Reversié del déficit
1998
Lesi6 a I'escorga . y . Zajaczkowski &
. Sistemica pre Reversié del déficit
entorrinal Danysz, 1997

Interleuquina B a . . Matsumoto et al.,
HPC pre Reversio del deficit
'HPC 2001
) ) o Ohno &
AIDA intra-HPC HPC pre Reversié del déeficit
Watanabe, 1998
KO per GluD1 Sistemica 30’ pre Reversié del deficit Yadav et al., 2013

. . » o Kart-Teke et
Estres agut Sistemica pre Reversio del deficit
al.,2006
. ) ) ) o Dhawan et al.,
Isquemia Sistemica post Reversié del déeficit
2011
Lesio cerebral o y .
. Sistemica post Reversié del déficit Yaka et al., 2007
traumatica
) ) ) o Philbert et al.,
Estres agut Sistemica post Reversié del deficit
2013
Lesio cerebral o y o Sta Maria et al.,
) Sistemica cada 12h Reversié del déficit
traumatica 2017

Muscimol intra-

. Amigdala post Reversio del deficit Akirav, 2007
amigdala
R o Reversio del déficit en @ Waddell et al.,
Estres agut Sistemica pre N
1 retencié en & 2010
L . » o Silvestri et al.,
Privacié de son REM Sistemica pre Reversio del deficit B
Estres postnatal Sistemica pre/post Reversié del deficit Judo et al., 2010
- . o -, e Kranjac et al.,
Exposicié endotoxina Sistémica post Reversio del deficit

2013



KO per GluD1

KO per GluD1

Estres

MK-801 sistemica

ovariectomitzacio

Sistemica pre

Sistemica pre

Sistémica post

Sistémica post

Sistémica pre i post

Reversié del déficit de

conducta social
Reversié del deficit

condicionament de la por

Reversié del deficit

Reversié del deficit

Reversié del déficit
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Yadav et al., 2012

Yadav et al., 2013

Whittle et al.,
2013
Vishnoi et al.,
2015
Graham & Scott,
2018

MK-801 sistemica
HA-966 sistemica

Lesié PFn

SCOP CPL post

Lesi6 cerebral
traumatica

Intramuscular pre

CPL pre

CPL pre

Sistemica post

Reversié del déficit

Reversié del deficit

Reversié del déficit

Reversié del déficit

Matsuoka et al.,
1996
Villarejo-

Rodriguez et al.,
2013
Postero-Tresserra
etal., 2013

Adeleye et al.,
2010

MOMENT RESULTATS AUTORS
2 hpre 1 terapia d’exposicio (acrofobia)

Pre i post Manteniment de la millora als .3 mesos Ressler et al., 2004

= tractament aracnofofia

1h pre 1 tractament fobia social Guastella et al., 2007a
2h pre = extinci6 de la por condicionada Hofmann et al., 2006
1h pre = extincid de la por condicionada Guastella et al., 2007b
1h pre 1 terapia en en transtorn de panic Klumpers el al., 2012

1 activacio CPF ventromedial, orbitofrontal i
1h pre ) ) Otto et al., 2009
cingulat anterior

1 activaciéo CPF ventromedial, orbitofrontal i

1h pre ) . Nave et al., 2012
cingulat anterior
Post Smits et al., 2013
Post = tractament aracnofobia Tart et al., 2013
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= extincio
30’ pre 1 simptomatologia Litz et al., 2012
1 tractament
= extincio
30’ pre 1 simptomatologia Choi et al., 2010
1 tractament
30’ pre = extincio Rothbaum et al., 2014
1h pre 1 tractament De Leeuw et al., 2017
1h pre 1 tractament Storch et al., 2010
2h pre 1 tractament Kushner et al., 2007

Dependéncia a drogues

2h pre = extincioé en dependéncia a 'alcohol Watson et al., 2011
= extincio en dependéncia a la cocaina o
15 pre ) Prisciandaro et al., 2013
1 craving
1 en el tractament de la dependéncia a la
1h pre . Santa Ana et al., 2009
nicotina
15’ pre = extincio en dependéncia a la cocaina Price et al., 2009
15’ pre 1 craving Price et al., 2012

= tractament terapia cognitiva conductual per
1h pre ) . . Kennedy et al., 2012
sindrome d’abstinéncia a la cocaina
30’ pre = extinci6 en dependéncia a la cocaina Santa Ana et al., 2015

1h pre 1 extincioé en dependéncia a I'alcohol Kiefer et al., 2015

Taula 1: Efectes de I'administracio sistemica i intracerebral de DCS en la millora de la memoria.

Abreviatures: 1: Augment, |: Disminucio, pre: abans de l'aprenentatge.

3.4 MODULACIO DELS RECEPTORS AMPA: el compost S-18986

La substancia (S)-2,3-dihidro-[3,4]-ciclopenta-

O\\ //O 1,2,4-benzotiadiazina-1,1-dioxid (S-18986)
“NH (figura 9) és un modulador al-lostéric positiu dels
wH receptors AMPA del glutamat, i es considera una

N ampaquina, és a dir, un compost nootropic que

interactua fortament amb els AMPAr i presenta

una possible capacitat per millorar funcions
Figura 9:Estructura quimica de cognitives. Les ampaquines son farmacs que
(S)-2,3-dihidro-[3,4]-ciclopenta- . .. ;
1,2 4-benzotiadiazina- 1,1-dioxid.  Potencien els corrents glutamatergics a través
dels AMPAr, i des dels anys 60 van identificar-se nombrosos compostos amb la
finalitat d’alentir el declivi cognitiu per efecte de I'edat entre els quals van

destacar el Piratetam i d’altres derivats com per exemple I'aniracetam (Moose
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et al., 1988; Frostl & Maitre, 1989). Aquests farmacs semblaven tenir efectes de
potenciacié cognitiva en experiments amb animals pero eren efectes bastant
modestos (Nakamura, 2006). No obstant, les ampaquines es caracteritzen per
facilitar 'aprenentatge en molts paradigmes, incloent la discriminacié per olors
(Larson et al.,, 1995), i millorar la memoria a curt termini en la tasca Non
matching to sample (NMTS) (Hampson et al.,1998) Donats els potencials
resultats s’ha seguit estudiant aquest tipus de compostos millorant notablement
la seva potéencia i eficacia i notant diferencies entre els diferents compostos.
Aixi, mentre que totes les ampakines faciliten la PLT, no totes faciliten la
depressié a llarg termini com si que ho fa la CX546 (A. C. Arai, 2002). També
s’ha observat que els efectes de les ampakines varien substancialment en els
diferents tipus neuronals, ja els increments dels potencials excitadors
postsinaptics (PEPs) s6n més grans en les céel-lules piramidals de CA1 que no
pas en el talem o en les interneurones de I'hipocamp (A. Arai & Kessler, 2007).
Una altra de les ampakines sorgides d’aquesta recerca fou la substancia
$18986, la qual sembla produir efectes potenciadors sobre les funcions
cognitives administrada oral o intraperitonealment en diverses tasques
d'aprenentatge (veure taula 3), com ara el reconeixement d'objectes (Bertaina-
Anglade et al., 2007; Lebrun et al., 2000), la discriminacié contextual seriada en
animals de mitjana edat (Béracochéa et al.,, 2007) i en tasques operants

d’alternacié demorada (Kelly et al., 2009).

El primer estudi que va demostrar el seu efecte intracerebral va ser un treball
del nostre laboratori (Yefimenko et al.; 2013), on s'observava que 1'S18986
administrat al CPL 10 minuts abans de l'adquisicié de la tasca d’aprenentatge
DSO, disminuia les laténcies de resposta i el nombre d’errors. A més a més,
s'ha observat la capacitat de la S18986 de revertir alguns deficits en rates
envellides, ja que la seva administracid cronica via oral augmenta I'activitat
motora en el laberint en Y, aixi com retarda el declivi de les neurones
colinérgiques prosencefaliques i les dopaminergiques mesencefaliques (Bloss.,
2008). També ha estat capag¢ de revertir déficits de memoriai s’observa que
'administracio sistémica alleugereix I'amnésia, induida per SCOP, en tasques

de discriminacié espacial i evitacié passiva en rates joves (Bernard et al., 2010;
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Rosi et al., 2004). Per altra banda, s’ha descrit el seu efecte neuroprotector en
ser administrada de manera cronica o aguda en ratolins amb lesions

intracerebrals induides per I'administracié de NMDA (Dicou et al., 2003).

Diversos estudis han suggerit els possibles mecanismes d'accio de 'S18986
subjacents a la potenciacié dels processos cognitius, ja que s'ha demostrat que
I'administracio oral augmenta la induccié i el manteniment de la PLT a 'HPC i el
CPF (Bernard et al., 2010) i I'expressio de factors neurotrofics, com el BDNF
tant in vivo com in vitro (B. P. Lockhart et al., 2007). D'altra banda, s’ha suggerit
que I'S18986 podria modular les funcions cognitives en actuar sobre d'altres
sistemes de neurotransmissio, doncs s'ha observat que promou l'alliberacié
d’ACh a I'HPC i de noradrenalina a I'HPC i al cortex (Rosi et al., 2004) (veure

taula 2).

Tasca Area Moment Efecte Autors
) 30/60 min 1
Reconeixeme o ) Lebrun et al.
i Sistémica pre reconeixeme
nt d'objectes . ) 2000
i cronica nt d'objectes
1 Resposta a
Evitacio Sistemica ] l'evitacio Rosi et al
) 60 min pre )
passiva passiva, 2004
| extincio
) . 1 Bertaina-
Reconeixeme Sistemica . )
) cronica Reconeixeme Anglade et
nt d'objectes )
nt d'objectes al. 2007
Discriminacio o 1
Sistémica . . Beracochea
contextual cronica Reconeixeme
) ) et al. 2007
seriada nt d'objectes
) Sistemica . 1 Memoria Bloss et al.
Laberint en Y cronica )
espacial 2008
o 1 Flexibilitat .
) ) Sistémica - . Marighetto
Laberint radial Cronica de memoria
) et al. 2008
declarativa
Reduccié del o . 1 Execucio de Kelly et al.
Sistémica Cronica
reforg la tasca 2009
1 Execucio de
Devaluacio o ] la tasca en Vandesquill
) Sistemica 30 min pre
sequencial vells eetal. 2011
=en joves
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Discriminacio Lo 30 i : :
) Sistémica . 1 Execucio de Vandesquill
espacial prior
la tasca eetal 2011
retardada Alprazolam
1
o Intracereb ) )
Discriminacio 10 minuts aprenentatge Yefimenko
. ral (CPL) ) .
simple d'olors pre i memoria de et al. 2013
DSO

Taula 2: Efectes de l'administracié sistémica i intracerebral de S18986 en la millora de la

memoria. Abreviatures: 1: Augment, |: Disminucio, pre: abans de I'aprenentatge.

4 GLUTAMAT I NUCLI PARAFASCICULAR

El talem és una estructura diencefalica de matéria grisa que formen les parets
laterals del tercer ventricle, principalment serveix d’estacio de relleu i integracio
de les aferéncies sensorials i d'eferéncies motores, aixi com també dela

regulacio del son (Vertes et al., 2015).

Al voltant i a l'interior dels dos talems es troben les lamines medul-lars, de
substancia blanca. La lamina medul-lar interna que deixa al descobert els
compartiments extramedul-lars (anterior, lateral, posterior i mediodorsal) i
intramedul-lar, que inclou els nuclis medial, medial dorsal i centremitja (veure
figura 10). La regi6 lateral del talem esta coberta amb la lamina medul-lar
externa que esta separada de la capsula interna pel nucli reticular talamic,
mentre que la regié dorsomedial esta coberta per I'estrat zonal, incloent el nucli
pulvinar (Vertes et al., 2015). A l'interior de la lamina medul-lar interna del talem
hi trobem els nuclis intralaminars (ILN), els quals es classifiquen en anteriors i
posteriors. El grup anterior esta format pels nuclis central dorsal, central lateral,
central medial i paracentral, mentre que el grup posterior esta constituit pel
nucli parafascicular (PFn) en els rosegadors o el complex centremitja-
parafascicular (CM-PF) en els primats i altres mamifers (Quiroz-Padilla et al.,
2010).

Totes les estructures prosencefaliques que contribueixen a les funcions

cognitives reben aferencies des del talem i aquest selecciona, en funcié de la
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naturalesa de la informacié que rep, subconjunts d’estructures corticals i
subcorticals per a dur a terme les accions apropiades per a cada situacio.
Aquestes connexions funcionals explicarien que les lesions talamiques alteren
un ampli ventall de funcions afectives i cognitives (Vertes et al., 2015).

Lamina

Lamina medul-lar

A
sox interna
Massa Intermitja

Il ventricle
A

Mitja Anterior
- Medial
‘ SR =
lll ventricle — - P VL
. VI
Pulvinar VPL VPM ;
\ \Cos geniculat lateral
Cos geniculat medial
B Lamina medul-lar
interna
ILN
N Anterior
Mitja .
N " D
M P
i N
. @~ VL
Pulvinar VPL

Figura 10: A) Esquema simplificat d'un talem huma i les seves regions principals. B) Tall

coronal del talem. LP: lateral posterior, LD: lateral dorsal, VP: ventral posterior, VPL: ventral
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posterolateral; VPM: ventral posteromedial, VI: Ventral intermedial, VL: ventral lateral, VA:
ventral anterior, M: medial, MD: medial dorsal, CM, centromitja, ILN: nuclis intralaminars.
(Adaptat de Barrds-Millas (2017). Potenciacié de I'atencié i de la memoria en models animals

de deficit cognitiu per inactivacié de nuclis intralaminars del talem).

4.1 CITOARQUITECTURA

El PFn esta format per una massa gran i rodona de cél-lules que ocupa la part
medial del talem. Aquest nucli esta travessat per un feix de fibres, el fascicle
retroflexus (fr) o habénulo-interpeduncular, que intercomunica els nuclis de
'habénula (HBL) amb estructures del tronc de I'encéfal (Jones, 1985). El fr es
troba localitzat medialment al nucli PF dividint-lo en dues regions: el nucli PF
lateral (PFl), que es correspondria amb les cél-lules magno de la part
dorsomedial CM dels primats, i el nucli PF medial (PFm), que es correspondria
amb la part diferenciada del nucli PF del complex CM-PF dels primats (Marini et
al., 1999). Pel que fa a la subdivisio citoarquitectonica del complex CM-PF en
humans, constitueix encara un punt de discussid, ja que alguns autors

reconeixen dues parts, mentre que altres en distingeixen (Heinsen et al., 1996).

En la rata, el PFn limita dorsalment amb el nucli de I'HBL, els nuclis laterals
posteriors del talem, el nucli precomisural i I'area pretectal; centralment amb el
complex parvocel-lular posterior; i lateralment amb el complex nuclear posterior
del talem (Paxinos i Watson, 1997). En la seva part més rostral, el PFn acaba
en punta, formant una petita extensié dins de la lamina medul-lar interna, i
limita amb els nuclis CL i mediodorsal. El limit posterior del nucli PF es reconeix
més facilment en seccions horitzontals i sagitals que en seccions coronals i
limita amb el nucli pretectal anterior, la comissura posterior i les estructures
mesencefaligues adjacents, formant la regid6 que marca la frontera

mesodiencefélica

Respecte la citoarquitectura del nucli PF en la rata, els estudis realitzats amb
tracadors axonals suggereixen que esta format per una Unica poblacié de
neurones que projecten a diferents zones cerebrals. Les projeccions
contralaterals del nucli PF es dirigeixen principalment a l'escor¢a cerebral,

I'estriat, al nucli subtalamic (NST), al nucli reticular talamic (NRT), al globus
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pal-lid (GP), al col-licle superior (CS) i al nucli entopenduncular (Cesaro et al.,
1985; Deschénes, 1996; Yasukawa et al., 2004). Morfologicament, aquestes
neurones s6n majoritariament multipolars, de grandaria mitjana, amb un cos en
forma poligonal o ovoide d'aproximadament 20 a 25um de diametre, del qual
emergeixen de 3 a 7 dendrites, les quals poden arribar a una distancia de
gairebé 1.5mm. Aquestes cel-lules es caracteritzen per establir sinapsis amb
dendrites o espines dendritiques, heterogeneitat sinaptica que encara no esta
del tot clara (Lacey et al., 2007). Els axons, tant ipsilaterals com contralaterals,
presenten una alta densitat de varicositats i botons terminals d'un diametre
aproximat de 0.5-2um (Castle et al., 2005; Deschenes et al., 1996; (Vercelli et
al., 2003). En el cas dels primats, el complex CM-PF té diferents subpoblacions
neuronals que projecten a zones cerebrals de forma especifica (Parent &
Parent, 2005).

4.2 CONNECTIVITAT

El nucli PF és un component clau dins del sistema reticular activador (Kinomura
et al., 1996) i rep projeccions topograficament organitzades dels ganglis basals,
aixi com també destaca per enviar projeccions glutamatérgiques importants a
I'estriat i, menys massives, al cortex prefrontal (CPF), especialment a I'escorga
infralimbica (CIL), prelimbica (CPL) i cingulada anterior (Sadikot & Rymar,
2009; Quiroz-Padilla et al., 2010). A través d'aquestes projeccions, el PFn
forma part del sistema dels ganglis basals-talem-cortical, participant en
funcions associatives, motores i limbiques (Galvan i Smith, 2011). Els ILN, a
diferéncia d’altres nuclis talamics, tenen més connexions amb el CPF i, com a
consequencia, les lesions produeixen una pitjor execucié en tasques
dependents d’aquesta escor¢ca (Bailey & Mair, 2005). En concret, les
projeccions glutamatérgiques des del PFn tenen com a una de les seves dianes
principals el CPL, regi6 que com ja s’ha comentat, s’ha relacionat amb
processos atencionals i de flexibilitat cognitiva (Passetti et al., 2003; Ragozzino,
2007).

D’altra banda, s’ha vist que el PFm, projecta cap a I'amigdala, I'Acc i el CPF
(Ottersen, 1981; Otake & Nakamura, 1998). Estudis realitzats amb primats
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mostren que el PFn projecta amb la regié dorsal de I'amigdala, principalment
als nuclis central i medial (Sadikot et al., 1992). L'HPC també sembla ser una
regié diana del PFn, ja que s’han trobat fibres en el HPC amb origenal PFn
(Berendse & Groenewegen, 1991) Finalment, en primats s’ha observat que el
PFn projecta al NBM (Sadikot et al., 1992a).

Pel que fa a les projeccions del PFI s’ha vist que envien projeccions cap al nucli
geniculat lateral, nucli reticular talamic, el subtalem, la zona incerta, la
substancia negra, el nucli vermell, la substancia grisa periaqueductal, el col-licle
superior, la formacié reticular, el nucli del rafe, el nucli ponti i la banya ventral

de la medul-la espinal (Marini & Tredici, 1995) (figura 11).

EFERENCIES

Neuroquimica
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Neuroguimica
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Figura 11: Secci6 sagital on es representa esquematicament les eferéncies (a dalt)i aferencies
(a baix) del PFn. ASS: area somatosensorial; AM: area motora; APM: area premotora;
Cg:Escorcacingulada; CPL: escorca prelimbica; CIL: escorca infralimbica; CPu: caudat-

Putamen; Acc: Nucli Accumbens; GP: Globus palid; NST: nucli subtalamic; NBM: nucli basal
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magnocel-lular; EP:Nucli Entopeduncular;NRT: nucli reticular talamic; SNr: Substancia nigra;
PPTg:nucli peduncleponitc tegmental;NSP:Nucli subpeduncular; LC: Locus Coeruleus;

LTD:nucli lateral dorsal; SGP: substancia gris periaqueductal; CS:colicle superior

4.3 FUNCIONS

El talem participa en funcions sensorials, motores i també cognitives. Pel que fa
a aquestes ultimes, s’ha observat que podria ser un node important per a la
memoria (Child & Benarroch, 2013). En patrticular, els nuclis ILN, especialment
el PFn, son components rellevants dels sistemes d'arousal cortical el que
suggereixen, juntament amb les seves connexions neuroanatomiques, podrien
formar part de circuits cerebrals subjacents a diferents funcions, tant
sensomotrius (Peppe et al., 2008) com cognitives (Brown et al., 2010; Quiroz-
Padilla et al., 2010; Schiff, 2008; Minamoto, 2002).

Els ILN s’han relacionat amb funcions mnemoniques ja que les lesions
produeixen simptomes d'amnésia diencefalica en humans i impedeixen

I'adquisicid i la retencié de diversos tipus de tasques de memoria en animals.

Les lesions en els ILN (incloent el PFn) produeixen déficits en tasques
atencionals com el Seven Choice Serial Reaction Task augmentant-ne les
latencies (Burk & Mair, 2001). Les lesions al PFn, a part dels deficits
atencionals ja mencionats, provoquen deficits tant en tasques de memoria
implicita com relacional, no obstant, aquests nuclis no semblen ser
indispensables per a I'aprenentatge d’aquestes tasques ja que la seva lesié no
afecta a I'adquisicié i retencid ni de tasques implicites com per exemple
I'evitacié activa (Guillazo-Blanch et al., 1995), pel que fa a tasques relacionals
com la TSPA, tot i que la lesié ens mostri que no s’ha associat els diferents
estimuls no es pot descartar pero que la lesié hagués impedit I'expressio de la
resposta perd que si que s’hagués donat una associacid entre els diferents
estimuls (Quiroz-Padilla et al., 2010). Al nostre laboratori també hem estudiat
els efectes de la inactivacié temporal mitjangant 'administracié de muscimol al

PFn (Barrés-Millas et al. dades en curs de publicacid), o la seva lesié (Quiroz-

58



Marc Teoric

Padilla el al., 2006; 2007) mostrant déficits en I'aprenentatge de la tasca TSPA i

déficits atencionals.

En aquest mateix context, alguns estudis han mostrat que I'estimulacié
cerebral profunda (ECP) en aquest nucli facilita la memoria en animals
(Guillazo-Blanch et al. 1995; Sos-Hinojosa et al., 2003; Schiff 2012; Yamamoto
et al.,, 2013; Baker et al.,, 2016). La retencio en la tasca de l'evitacié activa
(Vale-Martinez et al., 1998; Guillazo-Blanch et al., 1999) i també és capac¢ de
revertir déficits de memoria causats per la lesié del nucli basal magnocel-lular
(Sos-Hinojosa et al., 2000). D’altra banda, també s’ha observat que 'ECP del
PFn restaura l'arousal cortical i el nivell de consciéncia en humans (Schiff,
2008).

El PFn també s’ha relacionat amb funcions cognitives en humans, ja que
diferents proves neuropatologiques mostren una degeneracié de les seves
neurones en persones afectades per patologies associades a déficit cognitiu,
com la malaltia d'Alzheimer, la corea de Huntington i la malaltia de Parkinson
(Kim et al., 2013); per a una revisio, veure (Quiroz-Padilla et al.; 2010). Tot i
que el seu paper en aquestes malalties no es conegui bé, el fet que els nuclis
ILP estiguin integrats en els circuits dels ganglis basals-talem-corticals regulant
funcions no només sensoriomotores, sind també atencionals (Raeva, 2006),
reforca la idea que podrien relacionar-se amb el déficit cognitiu propi de cada
malaltia (Rib et al., 2002; Halliday, 2009).

A més a més, i en relacid6 a d’altres funcions, en estudis post-mortem de
cervells de pacients amb esquizofrénia s’ha detectat una reduccié de
I'expressid de NMDAr en els ILN, a més d’altres regions com el PFC, i altres
estructures talamiques (Meador-Woodruff et al.,, 2003). Yasuda i els seus
col-laboradors I'any 2017 van desenvolupar una soca de ratolins als quals es
va interrompre selectivament els NMDAr dels ILN i van mostrar alguna de la
simptomatologia observada en esquizofrénia com, per exemple, impulsivitat i
déficits de MT, entre d’altres. Aquests déficits van ser revertits mitjancant el
virus AAV-fsNR1,que va restablir la funcié dels NMDAr (Yasuda et al., 2017).

Aquestes troballes suggereixen que la disfuncié de NMDAr als ILN contribueix
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a la fisiopatologia dels trastorns relacionats amb I'esquizofrénia que aquests

nuclis talamics sén un potencial objectiu per a una estrategia terapéutica.

Aixi com el nucli talamic anterior al formar part del sistema hipocampal pot ser
necessari nomeés per a la recuperacidé de la memoria recent, els nuclis ILN
posteriors podrien estar involucrats en la recuperacié de la memoria remota
(Lopez et al., 2009). En una tasca de laberint d'aigua es va demostrar que les
lesions en els ILN impedien la recuperacio de la memoria remota pero no de la
memoria recent (Lopez et al., 2009). No obstant aix0, al produir la lesié pre-
adquisicio, no estava clar si els ILN estaven involucrats en la recuperacio de la
memoria remota 0 si només participaven en el procés de consolidacié. (Lopez
et al., 2018). D’altra banda, les connexions anatdmiques d’aquests nuclis amb
'HPC i la CPF suggereixen que podrien estar també involucrats en la

consolidacio de la memoria (Winocur et al., 2010).

Per tant, donades les importants projeccions glutamatergiques del PFn cap al
CPL, podem considerar aquesta regi6 talamica com a una zona moduladora de
I'activitat prefrontal i per tant esdevé una regié d’interés a I'hora de proposar
tractaments cerebrals capacos de potenciar la memoria o revertir déficits

associats a diverses condicions.

5> MODELS CONDUCTUALS DE MEMORIA OLFACTORIA,
MEMORIA DE TREBALL | FLEXIBILITAT COGNITIVA

5.1 DISCRIMINACIO SIMPLE D’OLORS

La DSO consisteix en una tasca olfactoria de tipus associatiu basada en la
tendéncia innata dels animals a explorar preferentment els estimuls nous,
diferenciant-los d’aquells estimuls que ja coneixen. El fet que sigui basada en
una conducta natural i etologicament rellevant fa que sigui una tasca facil
d’adquirir per 'animal (Sara et al., 1999). Aquesta tasca va ser desenvolupada
per Susan Sara (1999) amb l'objectiu d’estudiar la dinamica temporal de la

participacio de diferents receptors de neurotransmissors en la formacio de la
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memoria a llarg termini i, a meés, tenia com a finalitat evitar possibles estimuls
aversius que poguessin intervenir en la cascada molecular implicada en el

manteniment de la PLT (Stanton & Sarvey, 1985).

La DSO requereix la discriminacié de diferents aromes impregnades en
esponges i associar una d’aquestes olorsa un reforg. En termes de
condicionament es considera que l'aroma refor¢cada, inicialment neutra o
estimul neutre (EN), esdevé un estimul condicionat (EC) en haver-se associat a
laliment que actua com a refor¢c. Després de diversos assajos on es dona
aquesta associacid, I'aroma reforgada (EC+) adquireix un caracter apetitiu per
a I'animal, el qual provoca una major preferencia per a dirigir-se a I'esponja que
conté 'aroma reforgcada. El fet de reforcar sempre la mateixa aroma obliga al
subjecte a inhibir la seva tendéncia innata a explorar estimuls nous, és a dir, les
altres aromes, i buscar sempre la mateixa esponja aromatitzada per a obtenir el
refor¢ (Sara et al., 1999). En la fase test s’avalua el record, la resisténcia a
I'extincié i la capacitat de reaprenentatge de la tasca. A fi d’avaluar I'execucio
dels animals en aquesta tasca es mesuren dues variables, la laténcia dels
subjectes en introduir el musell dins de I'esponja reforgada i consumir el reforg,
un cereal, i, en segon lloc, el nombre d’errors. En aquesta tasca podem distingir
dos tipus d’errors, els errors de comissio son aquells consistents en introduir el
musell en una esponja no reforgada, mentre que els errors d’'omissio es donen
quan al passar a prop de l'esponja reforcada no s’hi introdueix el musell i

I'animal s’allunya de la zona.

Les regions cerebrals més implicades en I'adquisicio i la consolidacié d’aquesta
tasca son el CPL, especialment durant I'adquisicid, I'escorga orbitofrontal

ventrolateral i 'amigdala basolateral (BLA) (Tronel & Sara, 2002)

En relacié a la neuroquimica, els NMDAr i els receptors muscarinics del CPL
participen en la primera fase de consolidacié de la memoria de la DSO, ja que
el seu bloqueig produeix déficits de memoria importants (Tronel& Sara 2003;
Carballo-Marquez et al., 2007), mentre que [Il'administracié d’agonistes

glutamatergics, com la DCS, facilita la retencié i compensa el déficit d’algunes
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lesions cerebrals, com del PFn, el qual envia projeccions glutamatérgiques al
CPL (Villarejo-Rodriguez, 2010; Villarejo-Rodriguez, 2013).

En resum, el paradigma de DSO permet avaluar la capacitat dels animals per
diferenciar estimuls olfactoris i identificar un estimul reforcant. Aquest
aprenentatge associatiu apetitiu procedimental sembla dependre principalment
dels circuits dels quals formen part el CPL i I'BLA, perd no 'HPC (Tronel &
Sara, 2003).

5.2 TRANSMISSIO SOCIAL DE PREFERENCIA ALIMENTARIA

La TSPA és un altre paradigma apetitiu de memoria olfactoria, que en aquest
cas permet avaluar la memoria relacional. Aquesta tasca va ser desenvolupada
per primera vegada, de manera simultania i independent, pels equips de
Bennett G. Galef i Posadas-Andrews l'any 1983 (Galef&Wigmore, 1983;
Posadas-Andrews &Roper, 1983).

La TSPA ocorre de manera espontania a la natura quan un animal observador
interacciona amb un membre de la mateixa espécie, animal demostrador, que
acaba de consumir un aliment i, aleshores, I'animal observador prefereix el
mateix aliment que ha ingerit 'animal demostrador abans que un aliment
desconegut. Aquesta interaccid i transmissio de la informacié i la posterior
preferéncia alimentaria els permet disminuir el risc de menjar aliments nous que
podrien no ser segurs (Galef & Wigmore, 1983) i destaca la importancia del
CPL, PB i la BLA, tot i que també requereix la integritat de 'HPC pel seu
record. En condicions de laboratori, la TSPA es realitza en diferents fases. En
la fase d’adquisicid, un animal demostrador menja un dels aliments
aromatitzats de forma aleatoria, seguidament es déna una interaccio entre els
animals demostrador i observador, I'observador forma una associaciéo entre
'olor de l'aliment aromatitzat i un component natural i volatil de l'alé del
demostrador, el disulfur de carboni (CS:2). Aquest aprenentatge fa que a I'hora
d’escollir quin menjar aromatitzat triar durant el test, I'animal observador trii
aquell que havia estat ingerit anteriorment per I'animal demostrador, consumint

aixi un major percentatge d’aquest respecte I'altre (Galef et al., 1988)
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El fenomen de la TSPA és independent de variables com l'edat, la soca, el
sexe 0 si els animals es coneixien o no entre ells (Galef et al., 1988). Es tracta
d’'un aprenentatge d’influéncia social que provoca un record molt potent en
rates i ratolins sans, perd que es veu afectat durant I'envelliment oblidant-se
prematurament I'associacio entre els estimuls (Countryman & Gold, 2007). Les
diferencies relacionades amb l'edat en l'expressio de CREB i pCREB poden
contribuir al rapid oblit que és caracteristic dels rosegadors envellits. A més, tot
i que la fosforilaci6 de CREB en resposta a I'entrenament és evident en I'HPC
de rates joves i velles, l'expressi6 de pCREB després de l'entrenament
augmenta significativament menys en 'HPC ventral de rates d'edat avangada

que en rates joves.

El motiu pel qual podem parlar de la TSPA com un aprenentatge relacional es
degut a diverses caracteristiques. En primer lloc, durant el test de memoria
nomeés hi és present un dels dos estimuls amb el quals han format I'associacio
durant laprenentatge ('aroma de [laliment). En segon lloc, l'adquisici6
d’aquesta memoria es realitza en un context (interaccioé social) molt diferent al
context (prova de preferencia de menjar) en que s’ha d’expressar i en només
un unic assaig, com ocorre en molts aprenentatges d’aquest caire. Per tant,
sembla que I'animal observador ha de fer un Us flexible de la informacié
adquirida durant la interaccié social amb I'animal demostrador, caracteristica
definitoria de la memoria relacional (Alvarez et al. 2001; Bunsey & Eichenbaum,
1995). Aixi doncs, la TSPA en condicions de laboratori permet estudiar els
mecanismes cerebrals que conformen la memoria relacional, la qual ha estat
ampliament lligada a I'HPC. Dins de 'HPC es descriuen diferéncies tant en la
connectivitat com amb la funci6 entre les parts dorsal (HPCd) i ventral (HPCv).
L’'HPCd rep informacié visual, auditiva i somatosensorial mentre que la
informacio olfactiva arriba més extensament a 'lHPCv (Amaral & Witter, 1989;
Moser & Moser, 1998). L’HPCv connecta amb el CPF, el bulb olfactori i
'amigdala entre altres, relacionant-lo amb els aprenentatges olfactoris (Martin
et al., 2007). En general, les lesions electrolitiques de la formacié hipocampal,
tant de la part ventral com de la part dorsal, prévies a I'adquisicié de la TSPA
no afecten I'aprenentatge de la tasca pero si que acaben comportant déficits de
la memoria a llarg termini (Winocur, 1990; Winocur et al., 2001). Pel que fa a
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les lesions posteriors a I'adquisicio, tant en la part ventral com en la part dorsal,
ocasionen una pérdua de memoria dels fets més recents previs a la lesid a més
a meés d’impedir que nous aprenentatges puguin ser consolidats i per tant
recordats a llarg termini (Winocur, 1990; Winocur et al., 2001; (Ross, 2006).

S’ha evidenciat també la importancia del PB i, en concret, del sistema colinérgic
en el processament de senyals olfactoris i en la formacié i el record de
memories de reconeixement social (Ravel et al. 1994). D’acord amb aquesta
idea, s’ha observat que la seva lesid pre-entrenament de les neurones
colinérgiqgues del NBM deteriora la retencio de la TSPA, perdo no el seu
aprenentatge (Berger-Sweeney et al., 2000). En canvi, altres estudis observen
un impediment en la retencio tant a curt com a llarg termini amb les lesions
especifiques pre-entrenament del el nucli basal magnocel-lular / substancia
innominata (NBM/SI) i un déficit en la consolidacié de la memoria amb les
lesions del prosencefal basal, séptum medial / banda diagonal de Broca
(SM/BDBYV) (Vale-Martinez et al., 2002). Aquests resultats, juntament amb el fet
que la seva estimulacié electrica millora I'adquisicio i la retencié d’aquesta

tasca (Boix-Trelis et al., 2006), fa del NBM una regio critica per a la TSPA.

Pel que fa al CPF també participa en la TSPA degut a que s’ha observat que
les lesions, tant pre- com post-entrenament, afecten el test de retencié quan
s’augmenta la dificultat de la tasca, augmentant les opcions de resposta, i el
deficit augmenta quan major és linterval de temps entre I'entrenament i el test
(Winocur & Moscovitch, 1999; Portero-Tresserra et al., 2013). Altres treballs
han demostrat que el bloqueig colinérgic de I'escorga orbitofrontal (Ross et al.,
2005) o del CPL (Boix-Trelis et al., 2007; Carballo-Marquez et al., 2009a;
Portero-Tresserra et al., 2013) produeix deficit de memoria en diferents tests de

retencio.

Una altra regio cerebral que podria jugar un paper modulador per a la TSPA, a
través de les seves connexions amb el CPF, és el PFn ja que s’ha pogut
demostrar que la seva lesié pre-entrenament també provoca déficits en la

retencio de la tasca (Quiroz-Padilla et al., 2006).
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5.3 DELAYED MATCHING TO POSITION

La tasca delayed matching to position (DMTP) en Skinner Box sorgeix de
I'adaptacio de la “tasca de resposta demorada” en primats (Dunnett, 1985).

A diferencia de la memoria de referencia espacial (que implica retenir
informacio sobre una Unica ubicacié durant els dies), la informacié que s'ha de
recordar en una tasca de resposta demorada varia en cada assaig i requereix
que el subjecte actualitzi continuament la posicio de I'EC. En particular, les
tasques de resposta demorada s'utilitzen sovint per avaluar la MT, la qual
depen de la integritat del PFC en humans, primats no humans i rosegadors
(Bizon et al., 2012; Rodriguez&Paule., 2009).

Aquesta tasca ha estat utilitzada en un gran rang d’espécies diferents incloent
micos (Mello, 1971), coloms (Blough, 1959) i humans (Owen et al., 1996),
normalment a fi d’avaluar malalties neuroldgiques o psiquiatriques, com
'Alzheimer, el Parkinson o I'esquizofrénia (Irle et al., 1987). Aquesta tasca i
d’altres variants com la DNMTP (Delayed Non-matching To Position) han estat
utilitzades en rata a fi d’explorar els efectes de lesions cerebrals i els efectes de
diferents farmacs sobre la memoria per a una posicid o objecte durant una
curta durada (Dunnett, 1985; Dunnett et al., 1989).

Tal com comentavem a I'apartat 1, diversos autors han diferenciat tres fases en
aguests tipus de tasques, la fase mostra i la fase tria les quals estan separades
per la fase demora (Blockland et al., 2004; Dudchenko et al., 2013; Sloan et al.,
2006; Mcquail, Frazier, & Bizon, 2016; Auger & Floresco, 2017). En la figura 12
podem veure un esquema de la tasca DMTP, una tasca de resposta demorada
en que les rates han de recordar la posicié d'una palanca abans d’executar una

resposta demorada.

Les tasques DMTP i DNMTP requereixen de flexibilitat per adaptar-se a la
norma i respondre als estimuls que es presenten mantenint la informacio activa
durant un periode de temps per finalment executar la resposta de tria

(Dudchenko el al., 2013). El fet d’utilitzar en uns mateixos subjectes les dues

65



Marc Teoric

versions de la tasca de resposta demorada de forma seriada permet analitzar

també la flexibilitat cognitiva (Yhnell et al., 2015).

) il p1a

Una palanca no reforgada es

presenta O

DEMOR? [ ]

Un cop premuda, el
subjecte ha de fer nose-
poke a la menjadora. | una
comenga demora aleatoria:
4-8-16-24-32 sec

OO
8O

Després de la demora es O
presenten les dues palanques |
el subjecte ha de prémer Ia
mateixa que s’ha presentat [ ] [ ]
inicialment a la tasca DMTP |
I'oposada per a la DNMTP

Figura 12: Visi6 esquematica de les parets de la caixa de condicionament i els items que la
composen. En aquesta imatge es veu quins items estaven activats en cadascuna de les fases
de les que es composen les tasques de resposta demorada DMTP i DNMTP.

Els danys en el CPF medial (CPFm) disminueixen significativament el
rendiment d'aquesta tasca de manera dependent del retard (Sloan & Dunnett,
2006). Per contra, les lesions de I'HPC no n’alteren el rendiment. Aquestes
dades suggereixen fortament que qualsevol disminucié del rendiment de
resposta demorada que es detecta en rates envellides probablement sigui
intervinguda pel PFC i no per I'HPC. Tot i que en la literatura no tots els
resultats suggereixen el mateix, Porter et al. (2000) van trobar que les lesions a
I'HPC interfereixen en la correcta execucio de la tasca DMTP independentment
de la durada de la demora; d’altres autors van trobar que les lesions al fornix
(via de connexié HPC) provocaven un empitjorament de la tasca, en aquest cas

depenent de la durada de la demora (Chudasama & Muir, 1997; Winters &
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Dunnett, 2004). Aixi doncs, no podem descartar que es requereixi d’'un correcte
funcionament de 'HPC per a una optima execucio de les tasques de resposta

demorada.

Pel que fa al substrat neuroquimic de les tasques, els antagonistes dels NMDAr
son la classe de farmacs més descrits en la tasca DMTP. Per exemple,
Robinson i Mao (1997) van administrar I'antagonista NMDAr MK-801 a 'HPCyv i
a I'HPCd a fi d’investigar la implicacié dels receptors NMDA hipocampals. Els
resultats que varen obtenir van mostrar diferéncies entre les zones dorsal, on la
administracié interferia I'execucié de la tasca de MT de forma independent a la
demora aplicada, i ventral, on la injecci6 no l'afectava (Robinson & Mao,
1997).D’altra banda, Willmore et al. (2001) van provar diferents compostos que
incloien antagonistes del lloc de la fenciclidina (PCP), antagonistes competitius
NMDAr, un antagonista del lloc de glicina i un antagonista dels NR2B. En
aquesta serie d'estudis, aquests autors reporten deficits selectius amb PCP
(dependent de demora) i MK-801, mentre que es van observar deficiencies no
selectives amb memantina, SDZ220.581 i Ro 25-6981.

Altres farmacs que van administrar a ’'HPC (Mao & Robinson, 1998; Willmore
et al., 2001) a fi de conéixer millor el correlat neuroquimica d’aquesta tasca han
estat el muscimol i 'SCOP. Pel que fa al primer, no va produir cap efecte quan
es va administrar a 'HPCv per0 si va fer-ho sobre 'HPCd. L’administracié de
muscimol tampoc va impedir la correcta execuciéo de les tasques DMTP i
DNMTP quan va ser administrat a HPC, pero si que va perjudicar la MT quan
va administrar-se al CPF (Robinson & Mao, 1997; Mao & Robinson, 1998). No
obstant, no totes les manipulacions a HPC han tingut els mateixos resultats, ja
que Dunnett i els seus col-laboradors van observar un empitjorament
independent de la demora en la tasca DMTP amb l'administracié d’'SCOP a
'HPC (Dunnett et al., 1990).

De fet, el model de déficit cognitiu amb SCOP ha estat ampliament utilitzat en
la tasca DMTP i nombrosos inhibidors de la acetilcolinesterasa s'han provat en
aguest model, mostrant una reversiéo del deficit induit per SCOP. Més
recentment, 'SCOP també s'ha mostrat eficagc com a eina per estudiar efectes
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pro-cognitius amb compostos no colinérgics. Per exemple, estudis recents han
demostrat que els deficits dependents de la demora induits per SCOP podrien
ser revertits per antagonistes dels mGlu2/3 (Woltering et al., 2010).

Pel que fa al sistema dopaminergic, malgrat que esta fortament implicat amb la
funci6 del CPF, pocs estudis han investigat els efectes dels compostos
dopaminergics en els paradigmes de resposta demorada. En un estudi deBaron
et al. (1998) que comparava els efectes de les drogues d'abus en la memoria,
no es va observar que la cocaina ni la d-amfetamina causessin un
deteriorament agut. Aixo esta en linia amb les observacions de Sahgal (1987),
qui va informar que 'amfetamina va induir un biaix a respondre, perd no un
deteriorament de la memoria per se. Com que diversos compostos que s'han
suggerit per a la millora cognitiva de I'esquizofrénia han demostrat ser efectius
a la DMTP (Woltering et al., 2010; Ballard et al., 2009; Prieto & Taboada
Martinez, 2011), sorprén que s’hagin realitzat pocs estudis que investiguin els
efectes dels antipsicotics establerts amb la DMTP. L'’ilperidona s’ha vist que
facilitava I'execucio de la tasca depenent de la demora (Gemperle et al., 2003).
En el mateix estudi, l'antipsicotic tipic haloperidol va causar un petit
deteriorament en la demora més llarga i la dosi més alta provada, mentre que
la clozapina no va tenir cap efecte en I'execucié de la tasca.També es va
observar una petita facilitaci6 dependent de la demora amb la risperidona,
mentre que l'asenapina i I'olanzapina no tenien cap efecte sobre I'execucio de
la tasca DMTP. En conjunt, sembla que alguns antipsicotics, amb acci6

antidopaminergica, son capacos de millorar la precisi6 en la tasca DMTP.

De tot aixd en podem extreure que la tasca DMTP i les seves variants sén
dependents del correcte funcionament del CPF. No obstant, els resultats
discrepants en els estudis en HPC no ens han de fer descartar que les
subregions de I'HPC puguin estar involucrades en diferents aspectes del
processament de la informacié relacionada amb la codificacié de la MT a través
de la LTP (Robinson & Mao, 1997).
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5.4 LABERINT Y-MAZE

El laberint en Y és un laberint molt utilitzat en tasques de MT espacial, en
tasques de memoria a curt termini i també en tasques de reconeixement
d'objectes. Pel que fa a la MT, pot avaluar-se mitjancant lalternanca
espontania, que és una tasca de tipus espacial, que permet als ratolins explorar
els tres bragos del laberint lliurement. Aquest comportament és impulsat per la
curiositat innata dels rosegadors per explorar arees préviament no visitades
(Lalonde, 2002). Un rosegador amb memoria de treball intacta i, per tant,
funcions corticals prefrontals intactes, recordara els bracos visitats anteriorment
i mostrara una tendéncia a entrar en un bra¢g menys visitat recentment. Aixo
requereix la interaccié de diverses regions diferents del cervell, com I'HPC i el
CPF(Swonger & Rech, 1972; Sarnyai et al., 2000).

Pel que fa a la memoria de referéncia espacial, en la qual 'HPC hi juga un
paper important (Conrad et al., 1996), també es pot avaluar col-locant els
subjectes en el laberint en Y amb un dels bragos blocat durant I'entrenament.
Després d'un interval entre assajos, I'animal ha de recordar quin bra¢ no ha
explorat préviament i ha de visitar aguest brag amb més frequencia. En rates
joves sembla diferir 'exploracié entre llocs i objectes essent aquestes ultimes
exploracions de més llarga durada (Dellu et al., 1992). L’exploracié del brag sol
ser més difusa i generalitzada del que ho és en objectes i s’ha vist que les rates
adultes joves poden recordar el bra¢ al que han visitat fins a sis hores després
mentre que en rates de 18 mesos d’edat el record es perd al voltant dels 30
minuts (Dellu et at., 1992).

Un dels avantatges de la tasca de reconeixement del laberint Y és el fet de
minimitzar les influéncies de confusié de factors no especifics com els generats
en tasques que involucren privacio, descarregues electriqgues, demandes

motores, etc.
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5.5 TASCA DE RESPOSTES ALTERNES

Aquesta tasca, en el nostre cas adaptada a les gabies de condicionament,
consisteix en alternar una resposta condicionada a fi d’obtenir el reforg.Altres
tasques de caire similar a aquesta s’han utilitzat en laberints espacials, com en
el laberint en T (Jarrard et al., 2004), en laberint radial (Ainge et al., 2007) o en
W (Kim & Frank, 2009).

En aquestes tasques s’ha discutit molt sobre quin és el paper que juguen
estructures com I'HPC o el CPF, donat que d’'una banda sén tasques que
requereixen d’alta capacitat atencional i de MT, i d’altra banda son tasques que,
en el cas dels laberints, impliqguen un alt component de memoria espacial. Per

tant es pot definir aquesta tasca com una tasca de memoria de treball espacial.

L'activitat de 'HPC depenent del context en la versi6 amb demora de la tasca
d'alternanca espacial podria sorgir a través del circuit intrahipocampal. Hi ha
una projeccié unidireccional, ipsilateral i monosinaptica des del HPC al PFC
(Floresco et al., 1997; Goldman-Rakic et al., 1984), que s'origina principalment
en el HPCv (Laroche et al., 2000; Thierry et al., 2000). Que podria estar
involucrada en tasques de memoria de treball espacial (Seamans et al., 1995;
Floresco et al., 1997; Jones, 2002). Els primers estudis demostren que els
micos que pateixen danys bilaterals al PFC o 'HPC (Goldman & Rosvold, 1970)
mostren un rendiment deficient de la MT espacial. Per tant, els diferents
patrons d'activitat de I'HPC podrien reflectir el seu paper de la MT espacial,
requerint interaccions entre el CPF i 'HPC (Wang et al., 2006). Si el circuit

HPC-PFC esta danyat, la MT de tipus espacial podria veure’s afectada.

En el cas del paradigma mnemonic utilitzat en la present tesi, rauen algunes
diferéncies respecte els anteriorment mencionats. Una de les diferéncies esta
relacionada amb el pes de la memoria de referéncia, la qual en tasques com el
W-Maze té un pes molt més alt i s'intercala amb el component de MT (Kim &
Frank, 2009)
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6 MODELS ANIMALS FARMACOLOGICS DE DEFICIT COGNITIU

6.1 BLOQUEIG DE LA TRANSMISSIO COLINERGICA

HsC—N L'SCOP (figura 13) inicialment anomenada
OH _/OH hioscina, i coneguda popularment com a

0 burundanga, ha estat ampliament utilitzada com
\[(\O a substancia amb capacitat de bloqueig de la

© transmissié colinérgica. Es tracta d’'un alcaloide

Figura 13: Estructura quimica de due s'extreu de les plantes de la familia de les
fescopolamina solanacies i va ser un dels primers alcaloides
aillats de les plantes per part d'Albert Ladenburg, 'any 1880.L’'SCOP es va usar
conjuntament amb la morfina des de 1900 fins a la década de 1960 com a
somnifer i, en dosis altes, com a anestésic. Aquest compost exerceix els seus
efectes actuant com a antagonista competitiu i no selectiu dels receptors
colinérgics muscarinics, és a dir, s'uneix al receptor i impedeix que I'ACh s'hi
pugui unir i, per tant, bloqueja la transmissio colinergica. EI seu Us en
neuropsicofarmacologia va comencar a ser popular ja que reproduia el
deteriorament observat en I'envelliment o la deméncia en humans i animals
sans (Ebert & Kirch, 1998; Flood & Cherkin, 1986). Drachman & Leavitt (1974)
foren els primers en demostrar que I'administracié d’'SCOP a persones sanes
produia tals efectes sobre les funcions cognitives, i posteriorment es va
demostrar que també impedia I'adquisicié de nous aprenentatges (Atri et al.,

2004) i provocava déficits en la MT (Green et al., 2005).

Pel que fa al seu Us en models animals de déficits cognitius, lainfusio d'SCOP
ha estat molt utilitzada per a induir alteracions en l'atencio i 'aprenentatge i
memoria (Carballo-Méarquez et al., 2009). Tal i com veiem a la taula 3, diversos
estudis han demostrat que el bloqueig dels receptors muscarinics amb SCOP,
tant aplicat amb injeccions sistemiques com intracerebrals, impedeix
'adquisici6 de nova informacio i bloqueja el procés de consolidacio de la

memoria, empitjorant particularment I'execucio de les tasques que requereixen
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una alta demanda atencionals (Gold, 2003). Diversos estudis del nostre
laboratori també han demostrat la capacitat amnésica de I'SCOP administrada
intracerebralmental CPL després de l'adquisici6 de diferents paradigmes de
memoria, com ara la TSPA i la DSO (Carballo-Marquez et al., 2009; Boix-Trelis
et al., 2007; Portero-Tresserra et al., 2013).

Pel que fa a la base molecular d’aquests efectes amnésics que comporta
'administracio d’'SCOP, podrien estar mediats pel deteriorament de la PLT
(Markram & Segal, 1990). L’'SCOP sembla mostrar una major afinitat pels
receptors M5 i M1 de I’ACh, aquests ultims, estimulen l'accié de la proteina
cinasa C, facilitant aixi la funcié dels NMDAr. Aquestes accions del sistema
muscarinic augmenten la probabilitat de que un estimul excitador arribi al llindar
d’activacié dels NMDAr, els quals modifiquen la transmissio sinaptica lligada a

la plasticitat neural (Collingridge & Singer, 1990).

De la mateixa manera, 'administracié de farmacs antagonistes dels NMDAr
impedeixen que substancies potenciadores de l'activitat colinérgica, com la
fisostigmina o la nicotina, per via sistemica o administrada a 'HPC, facilitin la
memoria implicita (Castellano et al., 2005; Jafari-Sabet, 2006). Jafari-Sabet
(2006) mostren que dosis baixes, mancades d’efecte per separat, de NMDA i
de fisostigmina milloren la consolidaci6 de la memoria emocional quan
s’administren conjuntament i el mateix passa quan s'utilitzen dosis baixes
d’antagonistes dels NMDAr i muscarinics, per separat no tenen cap efecte perd
al administrar-se conjuntament deterioren I'aprenentatge i la memoria de la
tasca d’evitacio passiva (Ohno & Watanabe, 1996; Mahmoodi et al., 2010).
Brown et al., 'any 2010 també van veure com a través de I'administracio
d’agonistes GABAeérgics, com el muscimol i baclofen, es podia modular
I'alliberacié d’acetilcolina a I'estriat en condicions que exigeixen flexibilitat

cognitiva.
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Tasca Area/Administracio Efecte Autors
No aparellament CPL |Adq Brito et al., 1989
demorat amb la
mostra
3-panel BLA 1 errors MT Ohno et al., 1993
runwaytask
= errors memoria de referéncia
Aparellament CPFm | Adq dosi depenent i demora Broesen et al,
demorat amb la depenent 1994
posicio
Discriminacio CPL = Adq Granon et al., 1995
visual
Aparellament CPL | Adq Granon et al., 1995
demorat amb la
mostra
Laberint radial HPCv lAdq Kim &Levin, 1996
No aparellament HPCv 1Adq Robinson & Mao,
demorat amb la 1997
posicio
Laberint radial CPL+CIL | Adq dosi depenent Ragozzino&Kesner,
1998
Evitacié inhibitoria BLA lrt 24h Bianchin et al.,
1999
Evitacié inhibitoria BLA I MT Bianchin et al.,
1999
Tasca de CPL | precisié en senyal aleatoria Williams et al,
deteccid de = precisié en senyal predictiva 1999
senyal
Laberint radial HPCv 1Adq Mishima et al.,
2000
Laberint radial P lAlliberacio ACh Mishima et al,
lexecucio de la tasca Adq 2000
Condicionament BLA immed 72h | Passani et al., 2001
classic por
Evitaci6 inhibitoria BLA immed 1,5h = Barroes el al., 2002
24h |
Preferéncia per BLA | en administracié immed. Schroeder
lloc = en administracio 2h post &packard., 2002
Gabia operant CPL =extincio Maruki et al., 2003
| extincio
Condicionament BLA lAdq See et al., 2003
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instrumental
reforcat amb
droga

CAM (tasca
d’atenci6 i
memoria)

TSPA

DSO

DSO

TSPA

TSPA

Evitacié activa 2

sentits
MWM

Passiveavoidance

Passiveavoidance

CPL+AC

CPL

CPL

CPL

HPCv

BLA

BLA immed

IP diaria
1 set.
2 set.
3 set.
4 set.
IP diaria
1 set.
2 set.
3 set.
4 set.

IP diaria

=reinst.

Fase atencional:

= precisié

1 errors d’omissio

1 laténcies

1 respostes prematures dosi
dependents

Fase memoria:

| precisié dosi dependent

1 laténcies

lrtimmed

Lrt 24h

| retencié i reaprenentatge a les
24h

Immed post | consolidacio 1 errors

1h post = retencio i

reaprenentatge

Deficit parcial test 24h

| Adq

24h | consolidacio

1 laténcia

| temps en quadrant

| record traumatic

| record traumatic
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2007
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Carballo-Marquez
et al., 2009
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etal, 2011

Ahn et al., 2017
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MWM IP diaria 1 laténcia Lee et al., 2017

Taula 3: Modificacions farmacologiques per administracié d’'SCOP en diferents paradigmes de
memoria. T=augment; |=disminucié; immed= immediat; set.= setamana; adq= adquisicio; rt=

retest; reinst= restabliment de la resposta

6.2 POTENCIACIO DE L’ACTIVITAT GABAERGICA

El GABA (figura 14) és el

OH
principal on
neurotransmissor / \
HoN HaM /’N
inhibitori del SNC (Dhakal 0 0
et al., 2012), i fou GABA Muscimol

descobert per Roberts i Figura 14: Estructura molecular del GABA i del Muscimol

Awapara als anys 50. Donada la seva funcid inhibidora en el SNC, els
moduladors de l'activitat GABAérgica s’han utilitzat al llarg de la historia per
combatre l'ansietat i com a anestésics (Chapouthier & Venault, 2001), pero
també s’han utilitzat en recerca per a induir episodis d’amnésia (Campagna et
al.,, 2003). El muscimol (5-aminomethyl-isoxazol-3-ol) (figura 14) és una
substancia present en els bolets del génere Amanita muscaria. En aquest tipus
de bolet hi trobem nombrosos compostos d’interés farmacologic com és el cas
de la muscarina, la qual déna nom al tipus de receptors muscarinics de I’ACh.
Al llarg de la historia el seu consum ha sigut utilitzat en cultes religiosos, tot i
aixo, es va creure durant molt de temps que els efectes psicoactius que
provocava I'amanita muscarina eren fruit de la muscarina, no va ser pero fins
els anys seixanta que es va aillar el muscimol i es va demostrarque la
muscarina era la responsable d’efectes gastrointestinals no desitjats, mentre

gue el muscimol ho era dels efectes psicoactius.
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Pel que fa als seus efectes farmacologics, el muscimol és un potent agonista
dels receptors GABAA, un potent agonista parcial dels GABAc, i no té cap efecte
sobre els receptors GABAs (Zhang et al., 2001) i també un inhibidor de la
recaptacio de GABA (Krogsgaard-Larsen & Johnston, 1975). Pel que fa als
seus efectes conductuals, tal i com podem veure a la Taula 4, s’ha administrat
a diverses regions cerebrals, com I'HPC el CPF, la BLA o diversos nuclis
talamics i s’ha observat que deteriora I'aprenentatge i la memoria en diferents
tasques. Wang i els seus col-laboradors, I'any 2006 van administrar el
muscimol tant pre-adquisicié com post-adquisicié a la BLA i van veure com
s’afectava I'adquisicié i la consolidacié de la memoria en la tasca TSPA tant a
les 24 hores com als set dies. En relacio al talem, la seva administracio en el
nucli reuniens perjudica la MT i la flexibilitat cognitiva en rates (Viena et al.,

2018), sense afectar la locomocio o la motivacié apetitiva (Mei et al., 2018).

Donades les projeccions existents des de diferents nuclis talamics cap a
regions claus per a I'aprenentatge i la memoria, com el CPL, s’ha suggerit que
mitjangant I'administraci6 de muscimol al PFn podriem modular processos
d’atencié i d’aprenentatge i memoria a través de les seves connexions
glutamatérgiques amb els circuits dels ganglis basals i I'escorga cerebral,
proporcionant un estat d'activacié neural optim per al processament de la
informacié6  sensorial 1 senyalitzant la preséncia d'esdeveniments
conductualment significatius per als subjectes (Quiroz-Padilla, 2010). D’altra
banda, seria possible que mitjangant 'administracié de 'ampakina S18986 es

podrien suplir els déficits glutamatergics derivats de la inactivacio del PFn.

Tasca Manipulaci6 Area Efecte Autors
- lAdqg i
Condicionament ) L Helmstetter&bellgowa
_ Muscimol BLA readquisicio
classic de por n, 1994
24h
Taste-potentiated |TPOA
odor aversion  Muscimol BLA durant Adg  =Aversio al Ferryetal., 1995
(TPOA) gust
Taste-potentiated =TPOA
odor aversion Muscimol BLA preadq =Aversio al Ferry etal., 1995

(TPOA)
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No aparellament
demorat amb la
posicio
Conciclassic por

Camp obert

Condicionament

classic de por
Evitacio inhibitoria

Condicionament
classic de por
Alternanca demorada
en gabia operant

Inhibicié prepuls

Condicionament
Palpebral
Extincio por

condicionada

TSPA

TSPA

TSPA

Evitacié Passiva

Tasca de conflictes

contextuals

Muscimol
Muscimol

Muscimol
Lidocaina (2%)

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol/APV

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol
SCH23390

(Antagonista

D1)/Muscimol/CNQ

HPCv

BLA (immed)

HPCv

BLA

BLA (immed)

BLA

HPCv

HPCv

CPFm

BLA (immed)

BLA

BLA pre ADQ

BLA post ADQ

X (Antagonista CPFm

AMPA)
(antagonsita
NMDA)

Muscimol

APV

CPL
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! Dosi
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depenent 24h

lAdq

ladg

Efecte
resistent al
pre-
entrenament
amb
neuroléptics

ladq

|Adq

= 24h

Test 24h |
Test7d |

| TSPA (117
d)
=TSPA (1i 7d)

IAdg i Test
24h

=execucio
tasca bimodal
= execucio
assaigs
congruents
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assaigs
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Robinson, 1998

Wilensky et al., 1999
Bardgett&
1999

Henry,

Wilensky et al., 2000

Wilensky et al., 2000

Maren et al., 2001

Maruki et al., 2001

Zhang et al., 2002a

Takehara-Nishiuchi et
al., 2005
Berlau&McGaugh,
2006

Wang et al., 2006

Wang et al., 2006

Wang et al., 2006

Izquierdo et al., 2007

Marquis et al., 2007



Laberint en creu

Condicionament
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Extincio por
condicionada
Extincio por
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Autoadministracié de

cocaina

Resposta Emocional
Condicionada

Por condicionada

demorada

Resposta Emocional
Condicionada

Tasca de MT espaial
Step-

downpassiveavoidan

ce

MWM

Memoria  d’evitacio

inhibitoria

Por contextual

DNMTP

Discriminacio

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Baclofen+Muscimo
|

Ifenprodil/Muscimol

Muscimol
Muscimol/APV
(antagonsita

NMDA)

Muscimol

Muscimol

dosi
baixa (0,01 i
0,05mg/kg)

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol+Baclofe

n

Muscimol+baclofen

CPL+CIL

BLA

BLA

BLA

(preretencio)

HPCv

CPFm

HPCv

CPFm

Nucli reuniens i
rhomboid del

talem

CAl post ADQ

IP 3

consecutius

dies
preadq i 4 dies
consecutisimme
d. Post ADQ

BLA i HPCv post
ADQ

CPL pre ADQ

CPL pre ADQ

HPCv

78

| Retencio de
I’'estrategia
apresa 24 h
abans

| Test 24h

EnlentimentAd
q

| 24h

lreinst.
=extincio

| Retencié i
Reaprenentatg
e

| freezing to i
context amb i

sense demora

|Adq

MT delay

depenent

| consolidacié

tadq
1 test

| consolidacio

ladq (intervals
)

=adq (intervals
24h)

= por
condicionada
demorada

l MT
independent
de delay
Memoria  de

Marc Teoric

Rich&Shapiro., 2007

Takahashi et al., 2007

Ponnusamy et al,
2007
Ponnusamy et al,
2007

Rogers &See, 2007

Laurent&Westbrook
2008

Esclassan et al., 2008

Helmstetter., 2010

Dylan et al., 2015

Nasehi et al., 2016

Pilipenko et al., 2017

Wang et al., 2017

Santos et al., 2017

Auger &Floresco,

2017

Riaz et al., 2017



contextual

bidireccional

Evitacié inhibitoria

ObjectRecognitionTa
sk

Por condicionada

Water inhibitori

taskavoidance

Y-maze

Memoria  d’evitacio

inhibitoria

Muscimol

Muscimol

Muscimol

Muscimol 1h o 7h
post

Muscimol 1h o 7h
post

Muscimol

CAl
CA3
Preadq

CPFmpre test

CAlL i CPFm
post adq
Nucli talamic

anteromedialpre

exposicio

Acc

Acc

CAl post adq i
preadq

recompensa
| en HPCv
Recuperacio
memoria
HPCv
Memoria de

len

recompensa

= en CAl i
CA3
Recuperacio
memoria = en
CAl1iCA3

= retenci6 2h

| retencié 1d
| retencié 7 d
= memoria c/t
| memoria Il/t
=por innata

! por
contextual

1 laténcies vs
animals
tractats amb
NE a bla

l memoria

contextual

| consolidacio

Marc Teoric

Luo et al., 2017

Villar et al., 2017

deLima et al., 2017

Kerfoot i Williams
2018
Kerfoot i Williams
2018

Majd et al., 2018

Taula 4: Efectes de l'administraci6 de muscimol sobre

Abreviatures: 1: Augment, |: Disminucié, =: cap canvi, pre:

diferents paradigmes mnemonics..

abans de I'aprenentatge, d= dies, h:

hores, adq: adquisicid, c/t: curt termini, ll/t: llarg termini, immed: immediat.

79



[ll. TREBALL EXPERIMENTAL




Treball Experimental

lIl.I Etica i benestar animal

Tots els procediments es van realitzar d’acord amb la directiva de la Comunitat
Econdmica Europea relativa a l'aproximacié de les disposicions legals,
reglamentaries i administratives dels Estats membres respecte a la proteccio
dels animals utilitzats per a lI'experimentacié i altres finalitats cientifiques
(86/609/CEE, del 24 de novembre de 1986), i del decret de la Generalitat de
Catalunya (DOGC 2450 7/8/1997) pel qual es regula I'is d’animals per a
'experimentacio i altres finalitats cientifiques. A més, el procediment va ser
aprovat per la Comissié d’Etica en 'Experimentacié Animal i Humana (CEEAH)
de la Universitat Autbnoma de Barcelona [numeros d’ordre de Departament
d’Agricultura, Ramaderia i Pesca, (DARP): 5959 i 3046].

lI.1I Subjectes

Per a la realitzacié d’aquesta tesi doctoral s’han utilitzat un total de 195 rates
mascle de la soca Wistar (Ratus norvegicus, de la soca Wistar), provinents de
'estabulari de cria del laboratori de Psicobiologia de la UAB (numero B99
00029). Tots els animals estaven estabulats en unes gabies amb la base de
plastic transparent de mida homologada (50x22x14 cm), cobertes amb una
reixa d’acer inoxidable i amb un fons de flocs de fusta. Durant totes les fases
experimentals, els animals van romandre a I'estabulari del laboratori de
Psicobiologia, amb uns parametres constants de temperatura ambient (20°C-
23°C), humitat (40%-70%) i amb un cicle de 12 hores de llum (8-20
hores)/foscor (20-8 hores) controlat artificialment.

Per tal que els animals s’habituessin a la manipulacié dels investigadors, durant
les fases experimentals van ser sotmesos diariament a sessions suaus de
handling que consistien en agafar I'animal pel llom i manipular-lo durant 10
minuts aproximadament, després es pesava l'animal i se'l retornava a la seva
gabia. Els animals van disposar d’aigua i menjar en forma de pellets ad libitum,

perdo es van mantenir sota restriccié de quantitat de menjar en algunes fases
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dels diferents experiments. Durant les fases en qué es va aplicar la privacié de
menijar, els animals van rebre una quantitat d’aliment determinada en funcio del
seu pes respecte el dia de la seva separacid. El procediment de privacié
aconseguia mantenir els animals al voltant del 85% del seu pes inicial. La
privaci6 d’aliment va fer-se de forma progressiva i en consonancia al
percentatge de pes diari de cada subjecte a fi que el canvi no fos mai del 3% o
superior d’un dia per l'altre. A més, diariament es va portar a terme un control
del pes i estat de salut dels subjectes (aparici6 de cromodacriorrea, estat del
pelatge, etc). A fi que tots els animals tinguessin la mateixa exposicié a la llum

es vanestablir rotacions de les gabies en el rack setmanalment.

Experiment 1: Efectes de I'administracié d’S18986 i
escopolamina al CPL en les tasques DSO i TSPA

L’'objectiu d'aquest experiment fou investigar l'efecte de I'administracio
intracerebral de (S)-2,3-dihidro-[3,4]-cyclopentano-1,2,4-benzotiadiazina-1,1-
dioxid (S18986), un modulador positiu dels receptors AMPA, sobre 'amnésia
induida per I'administracié d’'SCOP al CPL.

Les proves conductuals van consistir en dues tasques d'aprenentatge olfactiu:
la tasca de discriminacié simple d'olors (DSO), que permet avaluar memoria
implicita, i la transmissio social de preferencia alimentaria (TSPA), la qual
s’utilitza per a I'avaluacié de la memoria relacional (veure apartats 5.1 i 5.2, on
esta I'explicacié de les tasques). També es van realitzar proves de control de
percepcio olfactiva i activitat motora (figura 15).
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Hab. ADQ TEST Camp TEST
DSO/TSPA DSOITSPA 4P DSO/TSPA T Olfactori

Figura 15:Esquema resum de les fases del experiment 1.

1.1 MATERIALS | METODES

1.1.1 Cirurgia estereotaxica:

Els animals van ser intervinguts
quirargicament (figura 16) després de
realitzar les diferents habituacions als
paradigmes conductuals, els quals
implicaven una privacié d’aliment.
Se'ls va implantar de manera cronica
una canula bilateral al CPL a través de
cirurgia  estereotaxica  (Stoelting,
ST51904 Manipulators Arm, lllinois,
EEUU) i es van utilitzar les seglents

coordenades, corresponents al CPL:

+3,6 mm anterior a Bregma, + 0,6 mm

Figura 16: Fotografia d’una cirurgia
estereotaxica. lateral a la linia mitja sagital i - 2,9

mm de profunditat a partir de la superficie del crani (Paxinos i Watson, 1997).
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La canula consistia en un cilindre roscat de plastic amb dos tubs d’acer de 26ga
de diametre a I'extrem. A l'interior dels tubs d’acer hi anava col-locat un dummy
stylet el qual consisteix en dos filaments d’acer que complien la funcié de
mantenir 'obertura de la canula oberta. Finalment se li enroscava un tap de
plastic a 'extrem extern (Plastics One, Bilaney Consultants GMBH, Disseldorf,
Germany). Durant la cirurgia, els animals estaven sota anestésia general durant
aproximadament els 60 minuts que durava la intervencié utilitzant una
combinacié de ketamina (Imalgene 1000, 150 mg/Kg) i xilacina (Rompun, 8

mg/Kg).

Un cop els subjectes estaven anestesiats, se’ls col-locava a [aparell
d’estereotaxia subjectats per les orelles i el musell i reposaven sobre una
manta eléctrica. S’aplicava un antiséptic (Topionic®, Esteve, Barcelona) i
lidocaina (100 mg/ml; Xilonibsa, Inibsa Barcelona) a la zona de la incisio.
Després de la incisi6 se separava la membrana periostica del crani i es
localitzaven, per tal d’igualar-los en profunditat,els punts de referéncia cranial
Bregma i Lambda, procedint a practicar dos petits orificis al crani, mitjancant un
micromotor i una fresa de dentista, a través dels que s’introduia la canula
bilateral dirigida al CPL. Aquesta va ser fixada al crani amb petits cargols i
ciment dental (Vertex-Dental B.V; Pere Estrada Barcelona). Una vegada
implantada la canula es va col-locar el dummy stylet i el tap. Un cop finalitzada
'operacié es va suturar la ferida i es va aplicar un antiséptic topic (Topionic®)

sobre la sutura.

Immediatament després de la intervencid, els animals es col-locaven a la seva
gabia, la qual estava col-locada sobre una manta eléctrica a fi de mantenir la
temperatura corporal, que es podia veure disminuida pels efectes de
'anestesia, fins que es despertaven. Un cop desperts, tornaven a 'estabulari
on disposaven de menjar i aigua ad libitum i entraven en un periode post-

operatori.

El periode post operatori tenia una durada d’uns cinc dies, durant els quals es

controlava diariament I'estat dels animals enregistrant el seu pes i possibles
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indicis d’estres, dolor o problemes de mobilitat. També es curava la ferida amb
antiseptic topic, es giraven els taps i els dummy stylets per tal d’evitar que les

canules s'obturessin.

Un cop finalitzat el periode de recuperacié es reiniciava el procés de privacio
d’aliment (85%-90% respecte el seu pes inicial) per a dur a terme els diferents
paradigmes conductuals i es realitzaven les diferents sessions d’habituacié a
les gabies de comportament i al procés de microinfusié de les diferents

substancies.

1.1.2 Microinfusions

Sis dies després de la cirurgia, i abans de les sessions de comportament, les
rates van ser habituades al procediment de la microinfusié (figura 17) per a
reduir el possible estrés associat a aquest procediment. Aquesta habituacio
consistia en immobilitzar I'animal amb un drap i col-locar-lo al costat de la
bomba d’infusié en funcionament. D’aquesta manera I'animal s’acostumava a
estar immobilitzat durant un temps determinat i al soroll de la bomba. També es
va manipular el dummy stylet de I'animal ja que el dia de la infusié és necessari

treure’l i col-locar el microinjector en el seu lloc.
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Per a realitzar les infusions
de les substancies es va
introduir a dins de la canula

implantada un microinjector

d'acer inoxidable
(PlasticsOne®, Bilaney
Consultants GMBH,

Alemanya) i amb l'ajuda

Figura 17: Fotografia d’una administracio intracerebral amb q’una bomba d'infusid (11
bomba d'infusié ’

plus SyringePump,
HarvardApparatus Inc., Holliston, Massachusetts EEUU) a la qual s’acoblaven
dues xeringues de precisi0 (SGE Analytical Science syringes 10uL), es

condura la dissolucio fins el microinjector.

Deu minuts abans de la sessié d’adquisicio de les tasques conductuals es va
administrar el farmac S18986 (0,6ug per 1000yl de DMSO) o el seu vehicle
(DMSO) al CPL. I un cop finalitzada I'adquisicié de la tasca, immediatament
després s’administrava 'SCOP (SCOP 40ug per 1000ul per de PBS) o el seu
vehicle PBS (tamp¢6 fosfat sali 0.1M pH 7,4). Les infusions consistien en
administrar un volum de 500ul/hemisferi durant 2 minuts a una taxa de 0,25
MI/minut. S’afegia un minut d'espera al final de cada infusid, abans de enretirar
el microinjector, per assegurar la correcta difusié de la substancia i evitar-ne un

possible reflux.

La concentracidé i el volum dels farmacs administrats es van establi a partir
d'estudis previs. Aixi, préviament s'havia demostrat que 20 ug/hemisferi de
SCOP en el CPL interrompia l'adquisicio de la TSPA (Boix-Trelis et al., 2007), i
la formaci6 de memories olfactories com la DSO (Carballo-Méarquez et al.,
2009). Respecte S18986, s'ha demostrat que rates que rebien 0,3 pg/hemisferi
intracerebralment al CPL, mostraven menys errors i latencies en la DSO
(Yefimenko et al., 2013).
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1.1.3 Discriminacioé simple d’olors (DSO)

1.1.3.1 Habituacid i privacio:

Abans de la cirurgia estereotaxica, els animals van realitzar, durant tres dies
consecutius, una sessio diaria d'habituacid amb I'objectiu de familiaritzar-se
amb el refor¢ (cereal de xocolata; Kellogg's, Spain)a utilitzar durant la prova

d’aprenentatge i a 'espai on portaria a terme I'aprenentatge i el test.

L’habituacio al refor¢ es realitzava immediatament abans de I'’habituacié a
I'aparell, en gabies de plastic de 50 x 22 x 14 cm amb una coberta d’enreixat
metal-lic i amb polsim de cereal escampat per tota la superficie. L'animal hi
romania fins que consumis 10 peces de cereal de xocolata en cada sessio

d’habituacio.

Les habituacions a l'aparell tenien una durada de 15 minuts, i I'aparell va
consistir en una caixa de fusta de color negre d’1 cm de gruix de mides
60x60x40 cm amb un terra de metacrilat de color negre. Durant I'habituacio a
I'aparell s’introduien 3 esponges de 8.5x6.5x5.5 cm amb un forat al centre de 3
cm de diametre i 2.5 cm de profunditat (on es col-locaria el refor¢ durant la
tasca). Les esponges eren situades dins d'uns recipients de vidre del mateixa
mida pero de menys alcada (veure figura 18), i ubicades en una posicié diferent
dins de l'aparell cada dia d’habituacio, tal i com es realitzaria posteriorment en
els diferents assaigs de la tasca. Un cop finalitzades les sessions d’habituacio,

les rates eren retornades a la seva gabia dins de I'estabulari.

Degut a que l'ordre en qué els animals realitzaven les diferents proves de
comportament es contrabalancejava, els animals que realitzaven primer la
DSOun cop superat el periode postoperatori, que comprenia al voltant de dues
setmanes, realitzaven novament una sessid d’habituacié idéntica a les tres
anteriors, la qual anomenem rehabituacié donat el temps que transcorre entre
una i l'altra. En canvi, els animals que realitzaven la DSO després dela tasca
TSPA duien a terme l'dltima habituacié (“rehabituacid”) 24h després de la

tercera sessié d’habituacio.
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1.1.3.2 Adquisicid i test de la tasca DSO

- Adquisicié
Un dia després de
/ la  sessio de
§! EC- rehabituacio, o de

la guarta

habituacié segons

‘\-ﬁg- el cas, es

Figura 18: Representacio dels dos tipus d’errors enregistrats. realitzava
(’Adaptat de Portero—Tr_e-sserra_(2(_)13).Efecte; Qe la D—uclosenpa en I’adquisicio’ de la
I'aprenentatge olfactori, espacial i en la plasticitat neural en animals

sans i amb déficit cognitiu tasca de DSO,

consistent en una Unica sessio de quatre assaigs de 3 minuts de durada

maxima cadascun (figura 19). L’ interval entre assaigs era d’1 minut.

Per a aquest aprenentatge associatiu es van emprar tres esponges com les
utilitzades en les habituacions, perdo impregnades cadascuna amb una aroma
alimentaria diferent: anis (0,2ml), vainilla (0,3ml) i taronja (0,6ml) (Vahiné,
Ducros S.A., Sabadell, Espanya). El refor¢ s’ubicava dins del forat de I'esponja,
de manera que el subjecte havia d’introduir el seu musell a dins del forat per a
obtenir la recompensa. A més a més, s’esmicolava una pec¢a addicional de
cereal per cobrir la superficie de la caixa, tal i com feiem en I'habituacié al
reforg, per tal de facilitar 'associacié entre el reforg i I'espai nou. Hi havia un
limit de 3 minuts de laténcia per als subjectes per trobar el reforg. Els subjectes
que superaven aquest temps de 3 minuts en més d’un assaig, eren exclosos de

I'experiment.

L’'olor associada al refor¢ era assignada aleatoriament a cada rata i entre els
assaigs es canviava la configuracié espacial de les esponges amb I'objectiu
que I'animal no es pogués guiar per pistes contextuals, pero reforgant sempre
la mateixa olor (assaig 1: SO, assaig 2: NE, assaig 3: NO i assaig 4: SE). Alinici
de cada sessio de l'adquisicidé, es va situarl'animal a la cantonada sense
esponja, mirant a la paret. En el primer assaig, es col-locava un cereal a cada
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cantonada de l'esponja diana amb la finalitat de facilitar I'adquisicié de

I'associacié entre estimuls (olor i reforg).

ANIS TAROMIA  ANIS WAINILLA  WAIMILLA TARCM1A, AMIS

ADQUISICIO

VAIMILLA TARCMIA  TARDMIA ANIS WAIMNILLA

Figura 19: Esquema dels quatre diferents assajos de la fase d’adquisicié de la tasca DSO.

En cada assaig es calculava la laténcia dels animalsen emetre la resposta
(introduir el musell dinsl'esponja reforcada i consumir el cereal), el nombre
d’errors d'omissio (ensumar I'esponja reforcadasense introduir-hi el morro) i els

errors d’olor (introduir el muselldins d’una esponja no reforcada).

Deu minuts abans delinici de la sessi6 es realitzava I'administracié de S18986 o
DMSO segons el grup experimental. Finalment, immediatament després de la
sessié d’adquisicio, els subjectes rebien la microinfusio d’'SCOP o PBS, segons

el grup determinat.

- Retenci6 ales 24hi ales 48h

Vint-i-quatre i quaranta-vuit hores després de la sessio d’entrenament, es van
dur a terme les sessions de retencié utilitzant el mateix procediment que I'emprat
en la sessio d’adquisicio, amb I'excepciod del primer assaig amb pistes (figura20).
En el primer assaig de la retencid, cap de les tres esponges estava reforcada,
aixi aquest assaig es pot considerar com un retest i és una mesura directa del
record. A partir del segon assaig, es tornava a col-locar el refor¢ a l'interior de
'esponja reforgada. D’aquesta manera, la sessid de retencié constava de 3
fases: extincié (assaig 1), resisténcia a I'extincié (assaig 2) i reaprenentatge

(assaigs 3 i 4) (Torras-Garcia et al., 2005).
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Com en la sessié d’adquisicio, les ubicacions de les esponges s’intercanviaven
aleatoriament entre assaigs. Les variables mesurades van ser les mateixes que

en la sessio d’adquisicio (laténcia de resposta, errors d’olor i errors d’omissio).

Totes les sessions de DSO van ser enregistrades amb una camera de video
(JVC, Eveiro Model GZ-X900).

AMIS TARONIA VAINILLA - VAINILLA

TEST 241 48h

VAINELLA TAROMIA  TARONJA Anas VASNILLA

Figura 20: Esquema dels quatre diferents assajos de la fase test de la tasca DSO.

1.1.4 Transmissid social de preferéncia d’aliment (TSPA)

Aquesta tasca conductual consisteix en quée un subjecte (observador)
interaccioni amb un altre de la mateixa espécie (demostrador) el qual ha ingerit
recentment un aliment aromatitzat. Durant aquesta exposicié, I'observador
forma una associacio entre I'olor de I'aliment aromatitzat i un component volatil

natural de I'alé del demostrador, el CS».

1.1.4.1 Habituaci6 i privacio

Amb l'objectiu de qué els subjectes observadors es familiaritzessin amb els
recipients amb menjar en pols, es van dur a terme quatre sessions d’habituacio,
en dies consecutius o en el cas d’aquells animals que van realitzar aquesta
tasca abans de la DSO, 3 dies consecutius més una rehabituacié post-cirurgia.
Les habituacions tenien una durada de 2 hores el primer dia, 1 hora el segon,
45 minuts el tercer i 30 minuts el quart dia. Aquestes sessions tenien com a
objectiu minimitzar la possible neofdbia associada a l'aliment i I'ambient o al

menjar en pols.
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Aquesta tasca es va realitzar en caixes de fusta rectangulars negres de 50 x 25
x 30 cm. Dins s'hi va col-locar una safata quadrada negre de plastic Plexiglas
(21 x 21 cm) que contenia dos suports de plastic adjacents fixats al centre de la
base. El menjar per a rata en pols (Scientific Animal Food & Engineering, Augy,
France) es va introduir en recipients de vidre de 130 ml que es van col-locar
dins els suports de plastic. Pel que fa a les rates demostradores, les
habituacions es van dur a terme a la seva propia caixa de plastic transparent on
s'hi va introduir una safata de Plexiglas de 21 x 10 cm amb un dnic suport de

plastic i amb un recipient de vidre amb el menjar en pols.

Durant les habituacions es mesurava la quantitat d’aliment ingerit i es
considerava que un consum menor de 3gr en dues de les sessions esdevenia

un criteri d’exclusié del subjecte de I'experiment.

1.1.4.2 Adquisicié de la Transmissio social de preferéncia alimentaria
(TSPA)

Per a fer l'adquisici6, en primer lloc el subjecte
demostrador consumia un dels dos aliments en pols
aromatitzats amb xocolata (2,2%; Oxfam Fairtra, Gent,
Belgium) o canyella (1%; Carmencita, Alicante,
Espanya), escollit aleatoriament i de manera
contrabalangcada durant 30 minuts a la seva propia
gabia.

De forma paral-lela, 10minuts després de l'inici de la

ingesta del demostrador, els subjectes observadors

Figura 21: Interaccio
social entre els animals
demostrador I 518986, segons el grup preestablert. Immediatament
observador en

l'adquisici6 de la tasca després es retornava I'animal observador a la seva
TSPA.

eren sotmesos a la infusio pre-adquisicié6 de DMSO o

gabia durant 20 minuts.

Un cop passat aquest temps, el subjecte demostrador que préviament havia

ingerit I'aliment aromatitzat s’introduia a la gabia de I'animal observador i
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s’iniciava la interaccidé social (figura 21), la qual durava 30 minuts. Durant
I'adquisicio es registraven les interaccions socials dels animals a fi d’avaluar el
comportament dels subjectes. Aixi, es van mesurar el nombre de vegades que
el subjecte observador ensumava el musell (variable "Sniffs musell del
demostrador”), el cos (variable "Sniffs cos del demostrador”) i la zona
anogenital (variable "Sniffs zona anogenital del demostrador”) del subjecte
demostrador. Es va definir un sniff com una orientacié menor de 2 cm al musell
de I'observador cap el demostrador.En aquesta fase també es va mesurar el
nombre de cops que I'animal observador es netejava (Groomings), aixi com
també si hi havia algun comportament agressiu de lluita (fighting) entre les

dues rates.

Immediatament després de la interacci6 social, es retornava el subjecte
demostrador a la seva gabia, i 'animal observador rebia la infusié de SCOP o
PBS, segons el grup. Finalment es retornava I'animal observador a la gabia i
se'l mantenia en estat de privacié de menjarper garantir la motivacio pel menjar

al test del dia seguent.

1.1.4.2 Test ales 24h i 48h de la TSPA

Vint-i-quatre i quaranta-vuit hores després de la
sessio d’interaccié social, els subjectes van ser
sotmesos als tests de preferéncia alimentaria (figura
22 i 23). Aquestes sessions de retencié de la TSPA
tenien una durada de 45minuts i consistien en
presentar al subjecte entrenat, dues opcions de
menjar aromatitzat, un dels quals era elque s'havia
donat a [Il'animaldemostradoramb el que havia
interaccionat, 'aroma entrenat. La posicié dels dos

aliments, entrenat (ME) i no entrenat (MNO),era

escollida de forma contrabalancada entre grups. El
Figura 22:Fotografia del  record de I'aprenentatge es basa en la segiient
test de la TSPA.

premissa: si els subjectes observadors havien apres

l'associacid entre l'olor de [l'aliment aromatitzat i el CS2 de lalé del
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demostradoringerien una major quantitat del menjar ME, respecte a laltre

aliment aromatitzat presentat (MNE).

Un cop finalitzada cada sessio, es va calcular el percentatge de preferéncia pel

ME

menjar entrenat amb la seguent férmula (—
ConsumTotal

) * 1000btenint d’aquesta

manera el percentatge de preferéncia per a cada aliment. Aquesta mesura es
considerava com a index d’aprenentatge de la tasca de TSPA. També es va
mesurar la quantitat total d’aliment ingerit (ME + MNO), a fi de controlar

aspectes motivacionals.

e —\
Z X .
INFUSIO e ADQUISICIO N[ neusio ) TEST 24h i 48h )
10’ PRE (30°) POST (45’)

. L Administracioé
Administracio .
. intracerebral
intracerebral

de DMSO o de lsjcBgP 0
518986 é
¢/ -

N

Figura 23: Representacié esquematica de I'adquisicio i els tests de la tasca TSPA.

Totes les sessions eren enregistrades en video(JVC, Eveiro Model GZ-X900),
amb la finalitat d'avaluar possibles efectes en la conducta exploratoria dels

animals o en la seva activitat locomotriu.

D'altra banda, per controlar un possible efecte sobre la motivacio per la ingesta,
es va controlar el consum total del menjar en els diferents grups experimentals.
Finalment, per tal d’avaluar una possible resposta neofdbica pel menjar
aromatitzat es va comparar el consum total de menjar durant el test amb el
consum total de l'ultima sessié d’habituacié al menjar en pols, el qual no

contenia cap aroma.
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1.1.5 Test de percepcio olfactoria
Per tal de controlar possibles efectes dels tractaments sobre la capacitat
olfactoria dels animals, una setmanadesprés de les sessions de test es va

realitzar una prova de percepcio olfactiva.

Vint-i-quatre hores abans de la realitzacio del test, les rates van ésser
habituades a menjar unes galetes de mantega (Brambly Hedge, Dinamarca),
col-locant un quart de galeta en les seves gabies habituals. Deu minuts abans
del test, es va realitzar una infusi6 deS18986 o DMSO, segons el grup. La
infusi6 de SCOP i la de PBS van ser realitzades 24h abans del test,
immediatament després de la sessid d’habituacié a fi d’'imitar les mateixes
condicions dutes a terme en les tasques conductuals DSO i TSPA. La prova es
va realitzar en caixes de plastic de 50 x 22 x 14 cm amb un fons de flocs a sota
dels quals esva amagar una galeta de mantega, a una de les cantonades. El
test consistia en col-locar 'animal en la part oposada de la gabia on es trobava
la galeta i enregistrar el temps necessari per a trobar-la i desenterrar-la de sota
els flocs (laténcia de resposta).

1.1.6 Prova de Camp obert

A fi de descartar possibles efectes dels
tractaments sobre la conducta motora dels
animals, es va realitzar la prova de camp
obert amb una mostra dels subjectes
(figura 24).

Els subjectes van rebre una infusi6 de
S18986 o DMSO en el CPL deu minuts

abans de la realitzacié de la prova, excepte

Figura 24: Representacié esquematica |a d’SCOP i la de PBS que van realitzar-se
del laberint de camp obert i les diferents .
zones en que se subdivideix. 24h abans de la sessi6. Passats els deu

minuts, es va introduir I'animal en una caixa
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circular de fusta (50 cm x 50 cm x 35 cm) i es mesurava durant 10 minuts
I'activitat motora de la rata mitjancant un sistema de monitoritzacié de I'activitat

motora (SMART, Letica, Barcelona, Spain).

El software utilitzat ens va permetre mesurar la distancia total recorreguda, aixi
com el numero dentrades a cadascuna de les zones que el composen
(circumferencia externa, interna i centre), la distancia recorreguda i el
percentatge de temps que els animals passaven en la zona central de la caixa,

delimitada virtualment (22,5 cm x 22,5 cm).

1.1.7 Eutanasia i Histologia

En acabar totes les tasques conductuals, els animals van ser anestesiats amb
una sobredosi de Pentobarbital Sodic (Dolethal 200mg/kg, Vetoquinol S.A.,
Madrid). Seguidament van ser sotmesos a una perfusio intracardiaca, utilitzant
una bomba de perfusié (a 70 rpm amb un cabal aproximat de 40 ml/minut. J.P.
Selecta, S.A. Barcelona) i administrant, primer, solucié salina per netejar els
vasos sanguinis i, en segon lloc, formalina (al 10%, 200 ml de c/u). Tot seguit,
es va procedir a l'extraccié de les canules implantades i del cervell. Els cervells
es van submergir en formalina i es van conservar a 4°C durant un minim de 24

hores, abans de ser submergits en sucrosa al 30% durant tres dies més a 4°C.

Per cada subjecte, es van obtenir seccions coronals seriades de 40 um de gruix
a través d’un criostat (Cryocut 1800, equipat amb un microtom 2020, Reichert-
Jung). Les lamines del cervell van ser posicionades en portaobjectes
préviament gelatinitzats i conservats a 4°C. Finalment va realitzar-se una tincio
amb violeta de cresil 0,5%, per a la futura observacié al microscopi (Olympus
BX 41; Olympus Optical CO, LTD, Jap6). Amb lajut de l'atles de Paxinos i
Watson (1997) es vanlocalitzar les canules i es va comprovar la correcta seva

correcta implantacié al CPL.

1.1.8 Analisi de dades
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Totes les dades han estatanalitzades mitjancant el software estadistic SPSS
v.20 (IBM). Per a l'analisi de la tasca DSO es va dur a terme l'analisi de la
variancia ANOVA per a cada sessio (adquisicio, test a les 24 hores i test a les
48 hores) i la prova de contrasts Post-HocTukey, on la variable independent és
Grup, amb quatre categories i les variables dependents la latencia a localitzar

elreforgi el nombre d’errors.

En la tasca de TSPA el grup era la variable independent ila principal variable
dependent va ser el percentatge d’ingesta de l'aliment entrenat en el test, la
qual vam analitzar mitjangant I'analisi de la variancia ANOVA i la posterior
analisi Post-hoc Tukey. També vam analitzar de la mateixa manera les
variables d’interaccié social com soén els contactes musell-musell; musell-cos i
musell-anogenitalaixi com les baralles i el groomingde la fase d’adquisici6. En
el cas de les dades obtingudes en les sessions de test, també va dur-se a
terme un test-T per a una mostra contra el valor “50” a fi de determinar si hi
havia diferéncies respecte al nivell d’atzar de record (50%).A més a més, a fi de
determinar un possible efecte neofodbicfruit de la incorporacido de I'aroma a
'aliment en el testes va realitzar una analisi de mesures repetides entre la
sessio de rehabituacio i el test a les 24 hores.Finalment, es va realitzar un test
de correlacié de Pearson a fi de determinar la possible relacié entre la ingesta

de ME en els tests i els contactes d’interaccio social en I'adquisicio.

1.2 RESULTATS

1.2.1 Estat dels subjectes i mostra final

Es van excloure del experiment els subjectes que van patir complicacions
durant el procés d’intervencié estereotaxica (n=8), durant I'administracio
intracerebral dels farmacs (n=3), per exemple obturacid, i els que no van

complir els criteris conductuals establerts a priori (n=7).

Un cop finalitzades les tasques conductuals, les mostres histologiques van ser

analitzades per tres investigadors de forma independent a fi de comprovar la
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correcta implantacié de la canula al CPL. El criteri que es va seguir per a

considerar un subjecte com a valid va ser observar un senyal clar de les
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Figura 25: Microfotografia d’una seccio coronal de cervell de rata tenyit amb violeta de cresil on
S’aprecia la trajectoria de la canula implantada al CPL (esquerra). Esquema extret de I'atles

Paxinos& Watson (1997) de la seccio6 coronal corresponent a AP= + 3,5mm L:+0,6mm P: -
2,9mm respecte a Bregma

canules guia a la part superior adjacent al CPL , segons l'atles de Paxinos i
Watson (1997). Tal i com es pot observar ala figura 25, I'analisi histologica va
mostrar que la localitzaci6 anteroposterior de la canula guia de tots els

subjectes variava entre 3,24 mm i 4,68 mm anterior a Bregma (Paxinos i
Watson, 1997).

Els subjectes que presentaven la canula i el microinjector implantats fora del
CPL van ser exclosos de I'analisi de dades principal (n=13), aixi com aquells en
els que el teixit estava malmes degut al procés de microinfusié (n=1). Aixi
doncs, la mostra final de I'experiment, un cop aplicats els criteris histologics i

d’exclusio, va constar de 29 subjectes per a la tasca DSO i de 32 subjectes per
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a la tasca de TSPA (figura 26 i 27). A la taula 5 es resumeix la distribucio dels

subjectes experimentals.
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Figura 26: Localitzacié de la punta del microinjectoren els subjectes valids per la tasca DSO.
Cercle ple: S18986; Cercle buit: Control; Quadrat ple: S18986+Scop; Triangle ple: Scop
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Figura 27: Localitzacio de la punta del microinjectoren els subjectes valids per la tasca TSPA.
Cercle ple: S18986; Cercle buit: Control; Quadrat ple: S18986+Scop; Triangle ple: Scop
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Grup Infusioé Pre Infusié Post DSO TSPA
S18986 S18986 PBS N=8 N=7
CONTROL DMSO PBS N=6 N=11
S$18986+SCOP S18986 SCOP N=7 N=8
SCOP DMSO SCOP N=8 N=6
N=29 N=32

Taula 5:Distribucié del nombre de subjectes per grup en I'experiment 1.

La mitjana d’edat i de pes dels subjectes alinici de I'experiment va ser de 89,3
dies (EE = +7,69) i 351,1 grams (EE = +36,02). A més a més, en la tasca
TSPA es va utilitzar 23 animals demostradors juvenils amb una mitjana d’edat
de 45,8 dies (EE=%3,27) i 176,6 grams (EE=+22,89) de pes .

En general, el pes dels animals va tendir a disminuir al llarg de tot el procés
experimental degut a la restricci6 d’aliment aplicada per tal de potenciar la
motivacié per realitzar es tasques, que eren reforcades amb menjar. La
disminucié es va observartant en els grups experimentals com en control. En la
figura 28 podem veure el percentatge de pes respecte el pes de separacio en
algunes de les sessions destacades. Varem fer una analisi ANOVA per a
cadascuna de les sessions representatives de les diferents fases dels
experiments que ens va indicar que no existien diferéncies estadisticament
significatives entre els diferents grups experimentals (Cirurgia, [F@,21=2,011,
p=0,143], adquisici6 DSO [F@,21)=2,321, p=0,105], test 24h DSO [F21)=1,234,
p=0,326], test 48h DSO [F@3,21)=1,424, p=0,265], adquisicié TSPA [F@321)=0,270,
p=0,846], test 24h TSPA [F3,21)=0,400, p=0,754], test 48h TSPA [F.21)=0,226,
p=0,877]).
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Figura 28: Mitjana del percentatge de pes respecte el pes de separacié (100%), en diferents
dies del periode experimental: (1) dia de separacié, (2) cirurgia, (3) adquisici6 DSO, (4) test
DSO 24h, (5) test DSO 48h DSO, (6) interaccié social TSPA, (7) test TSPA 24h i (8) test TSPA
48h.

1.2.2 Tasques conductuals

1.2.2.1 Discriminaci6 Simple Olfactoria

Les variables dependents utilitzades per a I'analisi dels resultats conductuals en
'entrenament de la DSO, van ser la laténcia de resposta i el nombre d’errors
totals en cadascun dels quatre assaigs de la sessié d’adquisicio i en les

sessions del test a les 24h i a les 48h.

En la figura 29 es representa la mitjana de la latencia de resposta pel diferents
grups, en les diferents sessions de DSO. L'analisi ANOVA per a cadascuna de
les sessions DSO, va mostrar un efecte estadisticament significatiu en la
latencia de resposta correcta en el test a les 24h [F (3,25) = 3,028; P = 0,048],
perd no en I'adquisicio ni el test a les 48 hores. L'analisi de contrasts post hoc
de Tukey va indicar que el grup SCOP presentava un augment en la latencia en
trobar el refor¢ en comparaciéo amb el grup CONTROL (P = 0,047), en el test a
les 24h. Les latencies del grup S18986 i del S18986+SCOP no es van
diferenciar del grup CONTROL.

102



Treball Experimental

Pel que fa a la mitjana de la quantitat d'errors totals (figura 30), I'analisi ANOVA
va mostrar diferéncies significatives en la fase d'adquisicio [F (3,25) = 4,095; P
=0,017], perd no en les sessions de tests a les 24 i 48h.L’analisi de contrast va
indicar que el grup S18986 es diferenciava de forma significativa delsgrups
CONTROL i SCOP (P =0,048; p= 0,019).

30
25
3 1
@ 20
8 *
% = S18986
5 15 T OCONTROL
2 B S18986+SCOP
w
E . B mSCOP
=
| H |
0

Adquisicié Test24h Test 48h

Figura 29: Laténcia mitjana (+EE) en I'adquisicio i els dos tests de la tasca DSO. La substancia
S18986 i el seu vehicle (DMSO) van ser administrades 10 minuts abans de la sessio
d’adquisicio, pel que fa a 'SCOP i el seu vehicle (PBS) van administrar-se just acabar la sessi6
d’adquisicié. * p<0.05

103



Treball Experimental

n
o

-
o

ﬂ

S 14
0 L]
@
o 1.2 —
5 mS18986
E 1,0 OCONTROL
- ) m518986+SCOP
S 0.8
© l mSCOP
(]
£06 .
=
0.4
0,2 |j_‘
0.0

Adquisicié Test 24h Test 48h

Figura 30: Mitjana del nombre d’errors (tEE) en I'adquisicié i els dos tests de la tasca
DSO. La substancia S18986 i el seu vehicle (DMSO) van ser administrades 10 minuts
abans de la sessi6 d’adquisicié, pel que fa a I'SCOP i el seu vehicle (PBS) van
administrar-se just acabar de la sessié d’adquisicio. * p<0.05

1.2.2.2 Transmissio6 Social de Preferencies Alimentaries

L’analisi estadistica de les dades obtingudes durant la fase d’adquisicié de la
TSPA consistia en avaluar els diferents nivells d’interaccio social mostrats pels
observadorsi demostradors (figures 31 i 32). L’analisi de la variancia no va
mostrar diferencies significatives entre grups en les variables contactes musell-
musell [F(3,26)=0,578;p=0,635]; musell-cos [F(3,26)=0,226;p=0,877]; musell-
anogenital [F(3,26)=0,121;p=0,947]. Tampoc es van observar diferéncies
estadisticament significatives quan es van analitzar altres comportaments com
son el temps dedicat al grooming [F(3,26)=0,898;p=0,457] i la incidéncia de
baralles entre subjectes [F(3,26)=1,264;p=0,310] (Figures 31 i 32).

La variable que ens permetia determinar un correcte aprenentatge de la tasca
era la preferéncia mostrada per I'aliment amb I'aroma entrenat. En la figura 33,
es mostra el percentatge de preferéncia alimentaria pel ME mostrat per cada
grup experimental. L’analisi ANOVA no va mostrar diferéncies estadisticament

significatives entre grups en la preferencia pel ME, ni a les 24
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[F(3,28)=0,746;p=0,534], ni a les 48 hores [F(3,28)=1,251;p=0,310] després de

I'adquisicio de I'aprenentatge.

60
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40
mS18986

30 OCONTROL
mS18986+SCOP
mSCOP

20

Nombre de Contactes en I'Adquisicid

10

Mussell-Mussell Mussell-Cos Mussell-Anogenital
Figura 31: Mitjiana (tEE) del nombre de contactes durant la sessié d’adquisicié de la tasca

TSPA.
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Figura 32: Mitjana (tEE) del nombre de groomings i lluites entre subjectes durant la sessio

d’adquisicio de la tasca TSPA.
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La prova T (one-sample t-test) contra la constant de 50 es va efectuar per a
determinar si el percentatge de preferéncia pel ME va ser similar a I'atzar
(50%). Cap grup va mostrar un nivell de preferencia pel menjar amb el ME
diferent a aquest valor, el que indica un baix nivell d’aprenentatge en tots els
grups (totes les t< 1,325 i tots els p>0,21), si bé el grup control va mostra runa

preferencia superior al 60% en el primer test.
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Figura 33: Mitjana del percentatge de preferéncia de I'aliment entrenat (tEE) respecte el total

de menjar consumit en els tests de la tasca TSPA.

Un altra analisi que varem realitzar va ser un test de correlacié de Pearson a fi
de determinar la possible relacié entre el percentatge d’ingesta de I'aliment
entrenat en els tests i els contactes entre observadors i demostradors en la
sessidé d’interaccido social. En cap de les sessions de test es detecten
correlacions estadisticament significatives entre les variables analitzades (test
24h: musell: r=-0,086; cos: -0,121; ano-genital: -0,233; test 48h:r=0,226; cos:
r=0,384; ano-genital: r=0,155).
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Per altim, vam voler descartar possibles efectes de neofobia en incorporar el
menjar aromatitzat, comparant la ingesta d’aliment durant |‘'ultima habituacio (o
rehabituacid) respecte la del primer test, mitjancant una analisi de la
varianciade mesures repetides. Aquesta analisi va indicar un efecte
estadisticament significatiu del factor quantitat de menjar [F@,28=29,857;
p<0,001] el qual ens indica una major ingesta en el test que en I'habituacio 4,
pero les dades no ens mostren ni efecte del factor grup [Fs,28=1,140; p=0,350],
ni interaccio entre els factors grup i menjar [F,28=0,652; p=0,589]. Aquests
resultats suggereixen que tot i la diferéncia en la ingesta d’aliment en una

sessio o altra, el patré de consum va ser similar en tots els grups.

1.2.2.3 Test de percepcio olfactoria

L’analisi estadistica no va mostrar diferéncies estadisticament significatives
entre grups [F(3,35)=0,612;p=0,612] en la laténcia de resposta en trobar la
galeta olorosa amagada, descartant aixi cap efecte dels tractaments sobre la

capacitat olfactiva dels subjectes (figura 34).
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Figura 34: Mitjana (xEE) de la laténcia (sec.) en trobar la galeta amagada en la prova de

percepcio olfactoria.
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1.2.2.4 Prova de Camp obert

En aquesta prova conductual es van analitzar diferents variables relacionades
amb I'activitat motora, com sén la distancia recorreguda en les diferents regions
del camp obert i la velocitat de locomocié. L’analisi estadistica va mostrar
diferencies estadisticament significatives entre els grups, pel que fa al total de
distancia recorreguda al centre del laberint [F2,15=3,811;p=0,05] I'analisi post-
hoc va determinar que el grup SCOP es diferenciava significativament del grup
CONTROL (p=0,045). Aquest resultat podria suggerir un possible efecte
ansiolitic de 'SCOP ja que va caminar més per les zones centrals que el grup
CONTROL. En canvi, en la resta de variables analitzades no es van detectar
diferencies estadisticament significatives entre grups (velocitat mitjana a la
periferia  [Fe15=2,022;p=0,172]; distancia recorreguda a la periferia
[F2,15=2,552;p=0,116]; velocitat mitjana al centre [F(,15=0,633;p=0,547]).

108



Treball Experimental

EXPERIMENT 2: Efectes de I’administracio de muscimol al PFn
1 d’S18986 al CPL en les tasques DSO i TSPA

El present experiment tenia com a principal objectiu investigar si la infusio
bilateral de S18986 alCPL podia revertir els possibles déficits induits per la
infusio bilateral de muscimol al PFn del talem en dues tasques olfactives: DSO i
TSPA. Ambdues es consideren tasques apetitives de memoria olfactiva i han

demostrat ser sensibles a la funcié del CPL i PFn (Figura 35).

2.1 MATERIALS | METODES

Figura 35:Esquema resum de les fases del experiment 2.

2.1.1 Cirurgia estereotaxica:

Al igual que a I'experiment 1, els animals de I'experiment 2 eren intervinguts un
cop completades les tres sessions d’habituacié de les tasques DSO o TSPAI
les tasques comportamentalseren contrabalancejades. Per a la realitzacié de
'experiment 2 es van utilitzar els mateixos procediments descrits en

I'experiment 1 (apartat 1.1.1), perd amb algunes variacions.
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Utilitzant el mateix aparell d’estereotaxia, en aquest experiment van implantar-
se dues canules bilaterals (PlasticsOne, Bilaney Consultants GMBH,
Dusseldorf, Germany): una al CPL (coordenades AP:+3.5mm respecte Bregma,
+0.6 respecte la cissura medial i -2.9mm respecte la superficie del crani) i una
altra al PFn (-4.1mm respecte Bregma, +1.0mm respecte la cissura medial i -
6.5mm respecte la superficie del crani) (Paxinos & Waison, 1997). Dins de
cadascuna de les canules, s’hi va col-locar eldummystyletabans de enroscar-hi
el tap corresponent.Després de la cirurgia es va suturar la incisio i va aplicar-

s’hi antiséptic (Topionic®, Esteve, Barcelona, Spain).

Després de la intervencid, els animals es retornaven a la seva gabia, la qual
estava col-locada sobre una manta eléctrica. Un cop desperts, els animals
tornaven a I'estabulari on disposaven de menjar i aigua ad libitum i entraven en
un periode post-operatori de 5 dies. Un cop finalitzat aquest periode es
reiniciava la privacié d’aliment i es prosseguia amb les proves conductuals,
rehabituaciod, habituacio a la microinfusio i adquisicio i tests de les tasques DSO
o TSPA.

2.1.2 Microinfusions

Com en el cas de l'experiment 1, en aquest estudi s’injectaven diferents
substancies a través de les canules, tot i que en aquest cas ambdues
administracions es realitzaven pre-entrenament. Deuminuts abans de la sessio
d’adquisici6 de DSO i TSPA s’administravaal CPLuna dosi de 6 pg de la
substancia S18986 per 1000yl de DMSO o d’aquesta mateixa quantitat de
DMSO, en el cas del grup control. | cinc minuts abans de la sessio d’adquisicio
s’administrava al PFnuna dosi de 0,09ug de muscimolper 0,3yl de PBS o
aguesta mateixa quantitat de PBS pel grup control.Tant la concentracio com el
volum de muscimol, PBS, DMSO i S18986 es va establir a partir d'estudis
previs (Brown et al., 2010).

2.1.3 Fase conductual: DSO, TSPA, test de camp obert i prova de
percepcio olfactoria
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Els paradigmes conductuals i les habituacions previes pels que van passar les
rates son els mateixos que en I'experiment 1 de la present tesi doctoral.De la
mateixa manera que en I'experiment anterior, es restringia I'aliment fins el 85-
90% respecte el seu pes inicial durant tot I'experiment excepte durant el

periode postoperatori.

Respecte a la TSPA, els animals demostradors utilitzats van ser els mateixos

que per I'experiment 1.

2.1.4 Analisi de dades

El tractament de les dades per aguest experiment va ser exactament el mateix

que per a I'experiment 1. (Veure apartat 1.1.8).

2.2 RESULTATS

2.2.1 Estat dels subjectes i mostra final

Un cop finalitzades les tasques conductuals i realitzats el procediments de
perfusio i histologia, les mostres recollides en el cridstat van ser analitzades
per tres investigadors de forma independent a fi de comprovar la correcta
implantacio de les canules al CPL i al PFn. Segons l'atles de Paxinos i Watson
(1997), les regions d’interés comprenen des de Bregma +3,24 mm a +4,68mm
pel que fa al CPL i des de -3,8 a -4,52 respecte Bregma pel que fa al PF
(Figura 36). Aquells subjectes que presentaven la canula fora d’aquest rang
van ser eliminats de I'experiment (n=7), aixi com aquells que no van complir els
criteris conductuals fixats (veure apartat 1.1.3.2) (n=2 en la tasca DSO) o van
presentar problemes en la cirurgia (n=6) (figures 37 i 38).
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Figura 36: Microfotografia d’una secci6é coronal tenyida amb violeta de Cresil on s‘observa la trajectoria i

punta de la canula implantada al CPL (esquerra) i al nucli PF (dreta), en una representacié esquematica
extreta de I'atles Paxinos& Watson (1997).
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Aixi doncs, en la taula 6 es resumeix la mostra final de subjectes per

acadascuna de les tasques.

GRUP Infusié Pre (10°) Infusié PRE (5°) DSO TSPA

EXPERIMENTAL

$18986 S18986 PBS N=9 N=12

CONTROL DMSO PBS N=7 N=10

$18986+MUSC S18986 MUSC N=9 N=5

MUSC DMSO MUSC N=12 N=12
N=37 N=39

Taula 6: Mostra final per a I'experiment 2

DSO

Bregma 3,72mm

Bregma 4,20mm

Bregma 4,68mm

Bregma 5,16mm
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Bregma -4,44mm

Bregma -4,36mm

Bregma -4,20mm
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Figura 37:Representacio esquematica de la localitzacio de la punta del microinjector al CPL i
PFn per alssubjectes valids per a la tasca DSO.Cercle ple: S18986; Cercle buit: Control;
Quadrat ple: S18986+Muscimol; Triangle ple: Muscimol
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Bregma -4,44mm / L’ = \

Bregma -4,36mm

Bregma -4,20mm

Figura 38:Representacié esquematica de la localitzacié de la punta del microinjector al CPL i
PFn per alssubjectes valids per a la tasca TSPA.Cercle ple: S18986; Cercle buit: Control;
Quadrat ple: S18986+Muscimol; Triangle ple: Muscimol

Els animals utilitzats en aquest experiment tenien una mitjana de 87,4 dies
d’edat (EE=%14,46) i 341,7 gr de mitjana de pes (EE=%128,37).

En general,com en el cas de I'experiment 1, el pes dels animals va tendir a

disminuir al llarg de tot el procés experimental degut a la restriccié d’aliment.

Els resultats no mostren cap diferéncia estadisticament significativa entre els

grups, excepte en el dia de la cirurgia, i per tant podem descartar un efecte de
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la motivacié per la ingesta en els resultats conductuals [F(3,33)=3,574,
p=0,024], [F(3,33)=1,221, p=0,318] [F(3,33)=2,072, p=0,123], [F(3,33)=0,978,
p=0,415], [F(3,33)=0,389, p=0,762], [F(3,33)=0,348, p=0,791], [F(3,33)=0,206,
p=0,891] (veure figura 39).
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Figura 39: Mitjana del percentatge de pes respecte el pes de separacié (100%), en diferents
dies del periode experimental: (1) dia de separacio, (2) cirurgia, (3) adquisici6 DSO, (4) test
DSO 24h, (5) test DSO 48h DSO, (6) interaccié social TSPA, (7) test TSPA 24h i (8) test TSPA
48h.

2.2.2 Tasca DSO

Aligual que en I'experiment anterior, les variables a analitzar en aquesta tasca
eren les latencies a trobar el refor¢ dins de I'esponja reforgada i el nombre total
d’errors comesos en les fases d’adquisicio i en les dues sessions de test
(figures 401 41).
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L’analisi ANOVA mostra diferéncies significatives entre grups en la mitjana de
les laténcies de resposta dels quatre assajos de [I'adquisicio,
[F.33=3,609;P=0,023]. L’analisi de contrasts post hoc ens mostra que
concretament els grups que es diferenciaven eren el grup muscimol respecte al
grup S18986 (p=0,035); aixi com també es va detectar una tendencia a la
significacié estadisticaentre els grups muscimol i CONTROL (p=0,059). Pel que
fa al nombre d’errors mesurats en la sessi6 d’adquisicio, I'analisi estadistica no
va indicar I'existéncia d’un efecte del factor GRUP en la sessi6 d’adquisicié de
la DSO.

Pel que fa a les sessions de test a les 24 i a les 48h, TANOVA no va mostrar
diferencies estadisticament significatives en les laténcies de respostes dels
diferents grups [F(3,33)=0,132;p=0,940]; [F(3,33)=0,816;p=0,494], ni tampoc
en el nombre d’errors comesos en ambdues sessions [F(3,33)=0,314;p=0,815];
[F(3,3)=0,161;p=0,922].

*

140 P=0,059
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Figura 40:Laténcia mitjiana (tEE) en I'adquisicié i els dos tests de la tasca DSO. La substancia
S18986 i el seu vehicle (DMSO) van ser administrades 10 minuts abans de la sessi6
d’adquisicio, pel que fa al muscimol i el seu vehicle (PBS) van administrar-se 5 minuts abans de
la sessié d’adquisicio. * p<0.05
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Figura 41: Mitiana del nombre d’errors (tEE) en I'adquisicié i els dos tests de la tasca DSO. La
substancia S18986 i el seu vehicle (DMSO) van ser administrades 10 minuts abans de la
sessié d’adquisicio, pel que fa al muscimol i el seu vehicle (PBS) van administrar-se 5 minuts
abans de la sessio d’adquisicié. * p<0.05

2.2.3 Tasca TSPA

Al igual que en l'experiment anterior, I'analisi estadistica en aquesta tasca
consistia, d’'una banda, en avaluar la interaccid social mostrada pels
observadors i demostradors durant I'adquisicié i, d’altra banda, en avaluar
possibles diferéncies pel que fa al percentatge de preferéncia de ME respecte
MNE .
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L’analisi de la variancia no va mostrar diferencies significatives entre grups en
les variables contactes musell-musell [F(3,31)=0,437;p=0,728]; musell-cos
[F(3,31)=0,326;p=0,807]; musell-anogenital [F(3,31)=0,512;p=0,677]. Tampoc
es van observar diferencies estadisticament significatives quan es va analitzar
altres comportaments com son el temps dedicat al grooming
[F(3,31)=1,099;p=0,364] i la incidencia de baralles entre el demostrador i
I'observador [F(3,28)=0,388;p=0,763] (veure figures 42 i 43).
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Figura 42: Mitjana (tEE) del nombre de contactes durant la sessié d’adquisicié de la tasca
TSPA. (C) Mitjana (xEE) del nombre de groomings i lluites entre subjectes durant la sessi6
d’adquisicié de la tasca TSPA. *p<0.05
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Figura 43: Mitjana (:tEE) del nombre de groomings i lluites entre subjectes durant la sessio
d’adquisicié de la tasca TSPA. *p<0.05

A la figura 44, es mostra el percentatge de preferencia alimentaria pel menjar
entrenat en les dues sessions de test de la TSPA. L'analisi estadistica no va
mostrar diferencies estadisticament significatives entre grups en la preferéncia
per l'aliment entrenat a les 24 hores [F(3,35=0,151;p=0,928], pero si a les 48
hores [F@,35=5,474;p=0,003. L’analisi de contrasts post-hoc va mostrar que el
grup CONTROL mostrava diferencies significatives respecte al muscimol

(p=0,013) i respecte al grup que ha rebut muscimol i S18986 (p=0,006).

La prova T (one-sample t-test) contra la constant de 50 es va efectuar per a
determinar si el percentatge de preferencia pel ME va ser similar a l'atzar
(50%). Nomeés un grup, el control, va mostrar un nivell de preferencia pel
menjar amb l'aroma entrenat diferent al nivell d'atzar durant el test a les 48
hores (t(9)=9,600; p<0,001). La resta de grups i també el grup control en el test
a les 24 hores no van menjar un percentatge d’aliment entrenat superior al
nivell d’atzar, aixi sembla ser que les dades ens mostren un baix nivell
d'aprenentatge en tots els grups al igual que va passar en I'experiment 1 (totes
les t< 1,166 i tots els p>0,141).
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Figura 44: Mitjana del percentatge de preferencia de I'aliment entrenat (tEE) respecte el total

de menjar consumit en els tests de la tasca TSPA. *p<0.05; **p<0.01

A fi de determinar la possible relacid entre la interaccid social de la sessi6
d’adquisicioé de la TSPA i el nivell d’aprenentatge, es va analitzar la correlacio
entre els diferents comportaments d’interaccidé enregistrats i la preferéncia
alimentaria mostrada en les sessions de test a les 24 i a les 48h. En cap test es
va detectar cap correlacié estadisticament significativa entre la ingesta i la
interaccié social (musell: r=0,188; cos: 0,040; ano-genital: 0,076) i en el test a
les 48h r=-0,045; cos: r=-0,116; ano-genital: r=0,065).

Finalment es va realitzar una analisi de la variancia amb mesures repetides per
avaluar la possible neofobia al aliment aromatitzat. Els resultats indiqguen un
efecte estadisticament significatiu del factor quantitat de menjar [F(,35=23,912;
p<0,001], el qual ens indica una major ingesta en el test que en I'habituacié 4.
Pel que fa al factor grup i, a diferéncia del’experiment anterior,en es demostra
estadisticament significatiu [F,35=3,289; p=0,032], pero no la interaccié grup X
menjar [F,35=1,248; p=0,307]. Aquests resultats semblen indicar que no hi ha

neofobia al menjar en cap dels grups experimentals, ja que tots els grups van
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consumir més aliment en el test que a I'tltima habituacié. No obstant,els grups
S18986 i S18986+muscimol van menjar encara més que els grups CONTROL i
muscimol, tant en I'habituacié com en el test. Es pot descartar, pero, unefecte
del farmac S18986 ja que els subjectes no van rebre I'administracié fins

després de I'habituacio 4, el que suggereix una diferéncia atzarosa.

2.2.4 Prova de Camp obert

L’analisi de la variancia no va mostrar diferencies estadisticament significatives
entre els diferents grups, en cap de les variables enregistrades en el camp
obert: distancia recorreguda a la periferia [F@322=1,394;p=0,275]; distancia
recorreguda al centre [F3,22=0,401;p=0,754]; distancia total recorreguda
[F3,22=1,370;p=0,282]; mitjana de velocitat a la periféria [F,22)=2,055;p=0,140];
mitjana de velocitat al centre [F@,22=1,272;p=0,312] i mitjana de velocitat al
centre [F,22)=2,030;p=0,144].

2.2.5 Prova de percepcio6 olfactoria

L’analisi estadistica per la laténcia de resposta mesurada en aquesta prova no
va mostrar diferéencies estadisticament significatives entre  grups
[F5,37=0,804;p=0,555], fet que permet descartar un efecte dels tractaments

administrats sobre la percepcio olfactoria (figura 35).
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Figura 45:Mitjana de laténcia de resposta en segons (+EE) en la prova de percepcid olfactoria
dels 4 grups experimentals.

EXPERIMENT 3: Efectes de I’'administracié de DCS a I’escorga
prelimbica sobre la memoria de treball en animals envellits i
joves.

En el present experiment es va avaluar si I'administracio de DCS, un agonista
parcial que s’uneix al lloc d'unié de la glicina en els receptors NMDA, era capa¢
de millorar la MT, la flexibilitat cognitiva i la memoria a curt i a llarg termini en
rates adultes (3 mesos) i velles (24 mesos), utilitzant els paradigmes DMTP i la
seva reversio DNMTP, en gabia de condicionament equipada amb palanques

retractils i estimuls visuals i auditius, i el laberint en Y (figura 46).
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Durada limit Criteri de superacio
Habituacions
Aprenentatges 1i2 100 pellets
Cirurgia
Mostra Demora Eleccio
/ x 80% de respostes

DMTP fr— correctes (RC) en 2
h D 4,8, 16, 24, 32 sec E E 25/29 sessions consecutives

NMTP 0 x /
h DNMTP AW smmmmm 4,8, 16, 24, 32 sec. A A 2365

TestY-Maze - -

40 80% RC en 2 sessions

Prova de respostes alternes :
consecutives

Figura: 46: Esquema resum de les fases de I'experiment 3. (Durada limit en sessions).

El procediment basic del protocol DMTP comengava presentant a I'animal

experimental una de les dues palanques retractils amb que s’equipava la gabia

de condicionament, la palanca o element "mostra”. A continuacio, i després

d’'uns determinats intervals de demora, es presentaven dues palanques a la

vegada i I'animal havia de prémer la palancamostra per tal d’obtenir el reforg

(pellet de sacarosa). En la versi6 DNMTP, la resposta correcta consistia en

prémer la palanca diferent a la mostra.

Préeviament, es va realitzar una prova pilot a fi de validar el correcte

funcionament metodologic i optimitzar els protocols experimentals a utilitzar

(DMTP, DNMTP). Es pretenia també establir uns criteris conductuals de

superacio i d’exclusio.
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3.1 Prova Pilot

3.1.1 MATERIALS | METODES
3.1.1.1 Subjectes

En aquest estudi pilot, es van utilitzar 8 rates mascle Wistar de 92 dies de
mitjana d’edat (EE+1,07) i 430 grams de mitjana de pes (EE+35,14 gr)
procedents de 'estabulari de Psicobiologia de la UAB i estabulades en gabies
de plastic transparent homologades (veure apartat Ill.II). Les condicions
ambientals, tal i com en els experiments anteriors, constaven d’un cicle de llum
artificial de 12 hores, una temperatura entre els 20°C i els 23°C i una humitat
entre el 40% i el 70%.

3.1.1.2 Gabies de Condicionament

El desenvolupament de les tasques conductual es va realitzar mitjancant
gabies de condicionament (Panlab.l.u., HarvardApparatus, Espanya) les quals
estaven controlades mitjancant el software Packwin v2.0.03 que permetia la
programacié dels diferents protocols i I'enregistrament de les dades
obtingudes. Les caixes de condicionament estaven ubicades a l'interior d’'una
caixa insonoritzada (65cm X 55cm X 50cm) amb una llum ambiental i un circuit
de ventilacio. Les caixes de condicionament (26cm x 26¢cm x 26¢cm) disposaven
de diferents tipus d’estimuls (palanques, llums i sons), els quals podien ser

programats de forma diferencial segons el protocol a utilitzar.

En la figura 47 s’indiquen els principals elements de la gabia utilitzats en les
sessions de MT. Com es pot observar, en una de les parets de la gabia hi ha
dues palanques, una a cada extrem, i dos llums a la part central (Home Light i
Llum de Palanca). A la banda oposada de la gabia, a la part central, hi ha un

llum (Llum de Menjadora) i 'obertura on es dispensava el menjar.
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Home
Light

Palanca 2

Llum de Llum de Menjadora

Palanca

Menjadora
Palanca 1

Figura 47: Fotografia de la caixa de condicionament i els diferents items que la composen. (A)
palanques retractils, Home Light i Llum de palanca. (B) llum de menjadora i menjadora.

3.1.1.3 Habituacio6

Durant la primera setmana es va sotmetre els animals a sessions
diariesdehandlingsuau de 10 minuts. Durant aquest , els animals disposaven

debeguda ialiment ad libitum (maintenance pellets, HarlanLaboratories).

Un cop aquest periode havia conclos, va iniciar-se una privacio d’aliment
progressiva a fi de reduir el pes de I'animal fins el 85-90% respecte el seu pes
de separacid, per aixi facilitar el condicionament operant apetitiu posterior.
Després d’'una setmana de privacié d’aliment, els animals van ser habituats al
refor¢ que s’utilitzaria en la tasca de MT, pellets ensucrats (DustlessPrecision
Pellets 45 mg, Bio-Serv). Aquesta habituacié es feia en dos dies diferents, i
durant el primer dia es van col-locar 25 pellets a l'interior d’'una placa de petri i
aguesta va situar-se a linterior de propia gabiade I'animal. Durant aquesta
habituacié a I'aliment no hi havia una durada limit de temps establerta, I'inic
requisit era el consum de la totalitat dels pellets.

El dia seguent, les rates van ser habituades a les gabies experimentals on es
realitzaria la tasca de MT. Aquesta sessio d’habituacio va consistir en col-locar
una placa de petri amb25 pellets a l'interior de lagabia de condicionament, el

més a prop possible del dispensador d’aliment de la mateixa. Durant aquesta
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sessio tots els elements de la gabia (senyals lluminoses, auditives, palanques,
etc., estaven apagats o no disponibles. Només estava encesa la home light,
una llum a l'interior de la gabia que indica I'experiment esta en marxa. Aquesta
llum s’apagava automaticament al cap d’'una hora, indicant aixi la finalitzacio de
la sessio i, per tant, també del temps maxim del que disposava I'animal per a

ingerir I'aliment.

3.1.1.4 Adquisici6 de laresposta condicionada

Les primeres sessions a la gabia de condicionament van ser diferenciades sota
el nom d’Aprenentatge 1 (AP1) i Aprenentatge 2 (AP2). La fase AP1, tenia com
a objectiu que 'animal associés la palanca al refor¢.En aquesta sessio, una de
les dues palanquesque s'utilitzarien en la tasca de MT, es presentava
aleatoriament i es mantenia disponible fins que I'animal la premia. La durada
limit de la sessi6 era de tres hores, i es considerava superada si 'animal ingeria
100 pellets. En cas de no ser superada i exhaurir-se el temps, la sessi6 es

repetia a les 24h.

La sessio AP2 s’iniciava 24h després del dia d’assoliment de la sessioAP1.
Durant aquesta fase AP2, I'animal havia d’aprendre que per a accedir a les
palanques, abans calia introduir el musell a la menjadora (resposta de nose-
poke). Un cop lanimal feia nose-poke, una de les dues palanques es
presentava de forma aleatoria i es mantenia disponiblefins a ser premuda.Un
cop premia la palanca, es dispensava el refor¢c. La durada limit d’aquesta
sessid era de tres hores o bé s’havien de realitzar100 respostes de prémer la
palanca. El criteri de consecucié maxim es va establir en 4 sessions. Si no es

superava la fase AP2, 'animal era exclos de I'experiment.

3.1.1.5 Protocol MTP(Matchingto Position)

Aquesta fase experimental s’iniciava amb la presentacié aleatoria d’'una de les
dues palanques que exercia una la funcié de mostra. Un cop premuda, activava
la llum de menjadora, la qual era un estimul per a indicar a I'animal que es

dirigis cap a la menjadora i fes nose-poke. Només en aquest cas, s’entrava en
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la fase de disponibilitat d’'ambdues palanques i del refor¢, sempre i quan es
premés la palanca que préviament s’havia mostrat.El fet d’haver de fer nose-
pokeper tal d’activar les palanques, evitava que I'animal pogués assolir la tasca
utilitzant estratégies no relacionades amb la MT.Si es premia la mateixa
palanca que s’havia presentat d’inici es rebia un pellet, en cas contrari s’entrava
en un periode de timeoutde5 segons en el qual tots els elements de la gabia
eren desactivats momentaniament. La demora entre la retirada de la palanca
mostra i I'aparicid de les dues palanques depenia del temps que el subjecte
trigués en fer el nose-poke. Passat el periode de timeouto després d’una
resposta correcta, es donava un periode de 5 segons com a temps entre
assaigs. Un cop finalitzat aquest temps es repetia novament tot el procés.

En resum, aquesta tasca constava de dues fases, la de mostra on apareixia
una unica palanca, i la de eleccid, on el subjecte havia d’escollir entre les dues
palanques (figura 48). Si s’escollia la palanca que préviament havia aparegut
com a mostra, s’administrava un pellet; en cas contrari s’aplicava el periode de

timeout.

Figura 48: Esquema de les diferents fases dels paradigmes MTP i NMTP. A la fase de
‘mostra” I'animal prem una palanca no refor¢ada, sequidament ha de introduir el musell a la
menjadora i finalment a la fase d’ “elecci6” ha de triar entre les dues palanques disponibles.
En la tasca MTP la resposta correcta és prémer la mateixa palanca que ha sigut presentada
anteriorment mentre que a la tasca NMTP la palanca que s’ha de prémer es la contraria a la
mostra. Les respostes correctes impliquen el refor¢ d’'un pellet ensucrat i les incorrectes un
timeout de 5 segons.
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Aquestes sessions d’entrenament tenien una durada de 60minuts i es repetien
diariament. Al finalitzar cada sessi6 MTP, es calculava el percentatge de
respostes s i si aquest era del 80% o superior en dues sessions consecutives

es considerava que I'animal havia superat aquesta fase experimental.

3.1.1.6 Protocol DMTP (Delayedmatching to position)

El factor que diferencia els protocols DMTP iMTPés la incorporacié d'una
demora entre les fases de mostra ieleccio. Aixi doncs, un cop fet el nose-poke
a la menjadora després de prémerla palanca en la fase de mostra,no es
presentaven les dues palanques de forma immediata sind que s’aplicaven uns
intervals variables de demora. Aixi doncs, era necessari recordar durant un
periode de temps quina era la palanca mostra, per a aixi poder respondre
correctament durant la fase eleccio (veure figura 50). Aquesta demora és la que
va permetre avaluar la MT, tenint en compte que quant més llarga fosla

demora, més es dificultaria el record (Blockland et al., 2004).

Durant aquesta prova pilot vam utilitzar quatre demores: 4, 8, 16 i 32
segonsons, que es presentaven en aquest mateix ordre a mesura que els
subjectes mostraven un correcte aprenentatge. Aquests intervals van ser
seleccionats en funcid dels resultats obtinguts en d’altres estudis
cientifics(Blokland et al. , 2004; Mcquail et al., 2016).

El criteri conductual que permetia passar d’'una demora a la seguent es va fixar
en un minim de 80% de respostes correctes en dues sessions consecutives.
D’aquesta manera, es va anar incrementant la dificultat de la tasca
progressivament a fi d’examinar com evolucionava la corba d’aprenentatge
(Veure figura 49) i d‘observar quin era el grau de dificultat dels intervals
escollits.La penalitzacié en cas d’error, novament, era untimeout de 5 segons.
Per altra banda, si la resposta era correcta el subjecte rebia un refor¢ d’'un
pellet.
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Figura 49: Exemple de la corba d’aprenentatge d’un dels subjectes de la prova pilot. Com més
llarg és l'interval de demora, més baix és el percentatge de respostes correctes.
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Figura 50:Esquema de les tasques DMTP i DNMTP. La diferencia amb les fases MTP i NMTP
radica enla incorporacioé de la Fase “demora”, que s’inicia un cop I'animal introdueixel musell a
la menjadora. Aquesta demora aplicada era d’entre 4 i 32 segons i tot sequit es presentaven
les dues palanques (fase eleccid). La resposta correcta en la DMTP i la MTP és en ambdés
casosla mateixa, prémer la palanca presentada inicialment.

3.1.1.7 Analisi estadistica

En aquest experiment, vam dissenyar un protocol en el qual els animals
canviaven d'un paradigma (una demora determinada) a un altre quan assolien

un criteri establert. Com a resultat, per a cada sessio experimental la quantitat
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de subjectes variava. Per aquesta ra0d, es van avaluar els efectes dels
tractaments administrats al CPL sobre la MT i la flexibilitat cognitiva mitjangant
l'analisi de supervivencia Kaplan-Meier. Aquesta prova ens va permetre
realitzar una comparacid entre grups pel que fa a la quantitat de sessions

necessaries per assolir el criteri d’aprenentatge.

3.1.2 Resultats

3.1.2.1 Tasca MTP

Un dels objectius d’aquest estudi pilot era determinar la corba d’aprenentatge,
segons els parametres establerts, i avaluar el nombre minim de sessions
requerides per assolir la tasca abans de comencgar I'experiment d’administracio

dels farmacs.

La figura 51 ens mostra, a partir de I'analisi de la supervivéncia de Kaplan-
Meier, les sessions requerides pels subjectes d’aquest experiment per assolir
el criteri d'aprenentatge (80% respostes correctes en dues sessions
consecutives).En aquesta grafica podem observar que un dels vuit
subjectesparticipants en aquest estudi pilot, va superar la tasca en només 5
sessions,mentre que el 75% dels subjectes la van superar en 36 sessions. En
qualsevol cas, la mitjana de sessions que es van necessitar va ser de 18,3
(£10,4). Dos subjectes d’aquest estudi van necessitar 57 sessions, i vam
decidir retirar-los de I'experiment ja que no mostraven cap indici de millora en la

seva execucio.
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Figura 51:Corba de supervivéncia que representa la proporcié acumulada de subjectes queen
cada sessio d'entrenament havien aconsequit el criteri d'aprenentatge. L’eix de les X mostra el
nombre de sessions de la tasca MTP, l'eix de les Y mostra el percentatge acumulat de

subjectes que van superat la tasca MTP.
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L’analisi de la supervivéncia
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de Kaplan-Meier (figura 52)
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Figura 52: Analisi de la supervivéncia de Kaplan- necessaries per a Superar

Meier per a la tasca DMTP. (A) El 100% dels aquesta tasca, va ser de 3’17
subjectes superen la tasca quan s’estableixen 4

segons de demora (B) El 100% dels subjectes sessions (x2,4). Quan la
superen la tasca quan s’estableixen 8 segons de

demora.(C) El 83% qels subjectes superen la demora va ser de 8 segons, el
prova quan la demora és de 16 segons. 100% dels subjectes van
requerir de nomeés 3 sessions per assolir el criteri d’aprenentatge, amb una
mitjana de 1,83 sessions (x0,75). El seglent interval de demora a aplicar va ser
el de 16 segons i amb aquest increment els animals van comencar a baixar el
seu rendiment. En aquest cas, només el 50% dels subjectes van superar la
tasca en 8 sessions. En global, la mitjana va ser de 18,2 sessions (+19,5).
Malgrat que la durada de la tasca va ser fins a 50 sessions, no tots els
subjectes van assolir el criteri d’aprenentatge (n=2). Finalment va fer-se un
altim increment en la dificultat augmentant la demora fins als 32 segons, on es

va evidenciar I'alta demanda de MT ja que cap dels subjectes la va superar.

Aquest estudi pilot ens va mostrar que, logicament, es donavaun empitjorament
en I'execucio de la tasca com més gran era la demora entre les fases mostra i
eleccid. En qualsevol cas, ja que el nostre objectiu posterior consistia en provar
I'efectivitat de I'administracié desubstancies capaces de facilitar la tasca,
interessava mantenir demores que suposessin una d’alta dificultat, entre el 16 i

el 32segons.

3.2 EXPERIMENT 3
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3.2.1 MATERIALS | METODES

3.2.1.1 Subjectes

Per a la realitzacié de lI'experiment 3 es va utilitzar un total de 52 rates
masclede la soca Wistar, 24 d’ellesadultesde 90 dies de mitjana d’edat
(EE=%10,6) i 410,1grams de mitjana de pes (EE=%50,75) i 28 rates velles
de748,7 dies de mitjana d’edat (EE=124,58) i 543,6 grams de mitjana de pes
(EE=%53,13). Els animals van ser estabulats sota les mateixes condicions

ambientals ja descrites en els experiments anteriors (veure apartat Il1.1).

Per tal de garantir motivacio per a la tasca reforcada amb menjar, els subjectes
joves van rebre una restriccio d’aliment,a partir de completar la setmana inicial
de handling, fins a assolir un percentatge de85-90% respecte el seu pes de
separacié. La restriccié d’aliment del animals vells va ser lleugerament superior,
entre el 80-85%ja que algunes dades apunten que amb l'edat es tendeix a
menjar menys i a trobar el menjar menys apetitiu (Giezenaar et al., 2016) i, per
tant, cal augmentar la restriccié per augmentar la motivacié. D’altra banda, els
animals vells havien rebut una dieta des dels 4 mesos d’edat de 15 grams de
menjar diari per tal d’evitar problemes de salut en anar envellit (Morgan et al.,
2017).

3.2.1.2Habituacio i aprenentatgede la resposta condicionada (AP1, AP2)

Tal com s’ha descrit en I'experiment pilot, els subjectes van ser habituats al
contacte amb [I'experimentador mitjangant les sessions de handlingi
d’habituacié al reforg, aixi com a la caixa de condicionament. Tambées van
realitzar els entrenaments en les fases prévies APl i AP2, mantenint els
mateixos criteris que en la prova pilot. L’unic canvi introduit va ser la possibilitat
de modelarmanualment (reforgar conductes d’aproximacié a la palanca)
'aprenentatge dels subjectes durant 'AP1, en el cas que tinguessin dificultat
per associar la palanca amb I'obtencié del reforc. Aquest fet es va observar

principalment en el cas dels animals envellitsdegut a que mostraven una
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conducta menys activa, i es va considerar la fase APl superada quan el

subjecte obtenia 100 pelletssense moldejament..

3.2.1.3 Cirurgia Estereotaxica

Un cop superats els aprenentatges AP1 i AP2,els subjectes tenien accés ad
libitum a l'aliment durant els diesnecessaris per recuperar el 90- 95% del seu
pes respecte la separacio, a fi de d’evitar possibles complicacions durant la

intervencié degudes a una excessiva perdua de pes.

Els procediments quirurgics d’implantacié de la canula bilateral al CPF van ser
exactament iguals als explicats en [I'experiment 1(veure apartat 1.1.1),
(coordenades AP +3.5mm respecte Bregma, ML +0.6 respecte la cissura

medial i P -2.9mm respecte la superficie del crani).

3.2.1.4 Tasca MTP

Cinc dies després de la intervencié estereotaxica, es va reiniciar el procés de
privacio i un cop assolit de nou es va sotmetre als subjectes a un nou
paradigma de treball, la tasca MTP. En aquesta tasca no vam incorporar cap
canvi substancial respecte a la utilitzada en la prova pilot (veure apartat
3.1.1.5), vam establir com a criteri una durada maxima de la tasca de 23
sessions,en el cas dels animals joves, i de 65 sessions pels animals vells. El
criteri conductual d’aprenentatge va ser d’'un 80% derespostes correctes durant

dues sessions consecutives.

3.2.1.5 Microinfusio6

Durant la fase MTP, en cada sessi60 que els animals assolien un 80% de
respostes correctes se’ls habituava al procés de microinfusio. Aquest
procediment consistia en immobilitzar la rata amb I'ajuda d’un drap i posicionar-
la al costat de la bomba d’infusié per retirar-li el tap de la canula. Durant aquest
procediment s’engegava la bomba i es movia el dummy stylet a fi de simular el

procediment que es realitzaria per infundir DCS.
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3.2.1.6 Tasca DMTP

A la tasca DMTP és on es comenca a mesurar la MT gracies a la incorporacio
de les demores entre la presentacié de la palanca de mostra i la resposta
d’eleccié. Una de les diferéncies que vam incorporar respecte a la prova pilot
fou la presentacio dels diferents delays de forma semialeatoria, aixi com la
incorporacio d’'una demora de 24 segons. Les demores podien ser de 4, 8, 16,
24 i 32 segons. La probabilitat d’aparicié de les demores era del 32% per la de
4 segons, 24% per 8 segons, 20% per 16 segons, 18% per 24 segons i 10%
per la de 32 segons. D’aquesta manera podiem obtenir dades de les demores
més assumibles durant tota la tasca i impedir que els falsos negatius tinguessin
com a resultat la millora de la MT en demores meés llargues. sentit Aixo va ser
especialment rellevant degut a que estudis previs havien mostrat una
dessensibilitzacié després de la pre-exposicié cronica a la DCS (Werner-Seidler
& Richardson, 2007;Parnas, Weber, & Richardson, 2005). A més a més,
haviem detectat que els animals que van arribar a la demora de 32 segons
durant la prova pilot mostraven signes d’estrés observables a través de
conducta agressiva aixi com de canvis en I'estat del pelatge. El fet de combinar
totes les demores va reduir I'estrés en els subjectes. Es va limitar el nombre de
sessions maximes a 25 sessions per als grups d’animals adults i 29 sessions

per als vells en base als resultats observats en el pilot.

Vint minuts abans de cada sessi6 DMTP als animals se’ls administrava una
infusio bilateral de 20ug de DCS per 1000pl de PBS o, en el cas dels controls,
1000ul de PBS al CPL .

3.2.1.7 Reversio de latasca;: NMTP i DNMTP

A fi d’avaluar els efectes de la DCS sobre la flexibilitat cognitiva vam incorporar
uns nous protocols de reversid de la resposta: NMTP (Non-matching-to-
position) i DNMTP (Delayed-non-matching to position).El procediment i criteris
del protocol NMTP eren similars als de la fase MTP, a diferencia queen el

NMTP la palanca reforcada erala contraria a la palanca mostra. Aquest canvi
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en les contingencies permetiaavaluar la flexibilitat cognitiva ja que en el mateix

context canviaven les contingéncies de resposta.

El criteri de conductual de resposta correcta seguia essent d'un 80% de
respostes correctes en dues sessions consecutives. Un cop superada la fase
NMTP, I'animal podia accedir a la tasca DNMTP, on novament s’introduien les
demores semialeatories de 4, 8, 16, 24 i 32 segons entre la fase mostra i la

fase eleccio.

3.2.1.8. Prova de Camp Obert

Un cop finalitzades les tasques de DMTP i DNMTP es va procedir a descartar
possibles efectes del tractament d’administracio de DCS sobre la conducta
motora. La durada de la tasca, el laberint i les variables a analitzar foren les
mateixes que en els anteriors experiments (punts 1.1.6). La DCS o el PBS
(mateixes dosis i volums que en les fases anteriors, veure apartat 1.1.2)

s’administraven al CPL20 minuts abans del test.

3.2.1.9 Laberint Y-Maze

A fi d’avaluar la memoria a curt termini de tipus espacial varem realitzar una
tasca de reconeixement del bra¢c en laberint en Y (figura 53). Vint minuts
abansd’aquesta prova experimental, es procedia a I'administracié bilateral al

CPL de la DCS o PBS, segons el grup experimental.

L’aparell consistia en un laberint negre de 3 bragos en forma de Y
(45x15x40cm cada brag)amb una area central triangular equilatera. La provadel
laberint en Y consistia en dues sessions separades per 30 minuts. La primera
sessid o adquisicid, tenia una durada de 15minuts. L’animal era col-locat mirant
cap a la paret en un dels bragcos anomenat brag inicial, aquest era el brag¢ per
on comencaven la prova tots els subjectes.Un cop en el laberint 'animal podia
deambular lliurement pel brac¢ inicial i per un altre dels 3 bragos del
laberintseleccionat a l'atzar.El tercer bra¢ es mantenia tancat amb una porta

guillotina que impedia que I'animal hi accedis. Transcorreguts 15 minuts es
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retirava el subjecte del laberint i se’l deixava a la seva gabia durant 30 minuts
mentre es netejava les superficies. Després es procedia al test, on escol-locava
novament a I'animal en el mateix brag inicial i novament tenia 15 minuts per a
moure’s lliurement pel laberint. En aquest cas perd s’havia retirat la porta
guillotina del bra¢ anteriorment blocat i el subjecte podia accedira qualsevol
dels 3 bracos del laberint.Les rates solen mostraratraccio per alldo nou i per tant
el que esperavem era que en la sessi6 test anessin primer al bra¢ nou i que hi
passessin més temps en comparacié amb els bracos familiars (Dellu et al.,
1992).

Per a la monitoritzacié dels subjectes i el calcul de les dades obtingudes es va
emprar el software informatic SMART i una camera de video (JVC, Eveiro Model
GZ-X900).Es van comptabilitzar el nombre d’entrades a cada brag (quan I'animal
hi introduia les extremitats posteriors completament), el percentatge de temps
passat a cada part del laberint i I'eleccié del primer bra¢ al qual entrava en la

sessio test.

Adquisicio Test

Start Start

Figura 53:El laberint en Y té tres bracgos idéntics i un espai central triangular. Un d’aquests
bracos (inicial) éspelqual la rata es introduida al laberint A la fase d’adquisicié un d’aquests
bragos es troba tancat, mentre que a la fase test es permetl’accés a qualsevoldels3 bragos.
Fase d’adquisicioé (esquerra) i de test (dreta).
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3.2.1.10 Prova de respostes alternes

Amb la finalitat d’analitzar els efectes de la DCS sobre la memoria a llarg
termini d’'una tasca dependent de CPF vam elaborar un paradigma de
respostes alternes en gabia de condicionament. Aquesta tasca es dividia en
dues fases: 1) adquisicié, amb un maxim 40 sessions de 30minuts cadascuna
(1 diaria) i 2) test de memoria consistent en una unica sessié de 30 minuts que
es realitzava 7 dies després de l'ultima sessi¢ d’adquisicio (figura 54). Al igual
que en les anteriors proves s’administrava el farmac corresponent (DCS o PBS)
al CPL 20 minuts abans de cada sessié d’adquisici6. En el test no

s’administrava cap substancia ni tampoc els dies anteriors.

La sessid d’adquisicid s’iniciava sempre amb la presentacié d’'una unica
palanca (dreta o esquerra, de forma contrabalancejada) que un cop s’havia
premutsempre comportava l'aparicio del refor¢. Un cop obtingut el reforg, es
presentaven dues palanques.La correcta execucié d’aquesta tasca consistia en
anar alternant la resposta de prémer cadascuna de les dues palanques
disponibles per tal de rebre el reforc. Com en els casos anteriors, en realitzar
un 80% de respostes correctesen dues sessions consecutives es donava per
adquirida la tasca. Un cop superada I'adquisicio, als 7 dies es feia un assaig de
test de la memoria. El test es considerava superat si s’assolia el criteri de 80%

de respostes correctes.

Figura 54: Representacié esquematica de la tasca de respostes alternes
3.2.1.11 Eutanasia i Histologia

Al concloure totes les tasques conductuals, els subjectes experimentals van

rebreintraperitonealment una sobredosi de pentobarbital sodic. Seguidament es
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va realitzar una perfusio intracardiaca amb formalina al 4% a fi de recollir
mostres de teixit cerebral que posteriorment serien utilitzades per a verificar la
correcta implantacio de la canula al CPL.

3.2.1.12 Analisi Estadistica

Tal i com a la prova pilot, donades les circumstancies similars vam utilitzar
novament l'analisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. El percentatge de
respostes correctes totals en la tasca i el percentatge de respostes correctes en
cada demora de MT també es van utilitzar com a indicador de rendiment i van
ser avaluats a través d’analisis ANOVA. Un altre deles analisis que va realitzar-
se fou la prova T vs el 50% a fi d’avaluar I'existéncia dediferéncies significatives

entre I'execuci6 de la tasca i el nivell d’atzar (50%).

Finalment, va utilitzar-se ANOVAs per avaluar les possibles diferencies entre
grups en les mesures de camp obert (distancia total recorreguda, velocitat
mitjana, entrades al centre, entrades a la periféria i el temps invertit en cada

area del camp obert) i en el percentatge de pes corporal durant el procediment.

Pel que fa al test de memoria espacial a curt termini avaluada en el laberint en
Y, es va utilitzar I'analisi de la variancia ANOVA per a analitzar el percentatge
de temps que el subjecte restava en cada zona del laberint durant 'adquisicid i
el test.Finalment va analitzar-se quin havia sigut el primer bra¢ on havia entrat
el subjecte en la sessio del test;aquesta variable va ser analitzada amb
TANOVA, pero també amb una provaT-student versus el nivell d’atzar (50%).
Totes les dades experimentals es van analitzar utilitzant el programari SPSS

versi6é 20 (IBM, Espanya) i un nivell de significacié d'a < 0,05.

3.2.2 Resultats

Conclosos els procediments conductuals, i com en els experiments anteriors,
va recollir-se mostres de teixit amb un criostat i van ser visualitzades en el
microscopi i analitzades per tres diferents investigadors de forma independent a

fi de comprovar la correcta implantacio de la canula el CPL Novament, aquells
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subjectes que presentaven la canula fora del CPLvan ser eliminats (n=8) de

I'analisi estadistica. També es van haver de descartar aquells animals amb

complicacions durant la cirurgia (n=3) o com a consequéncia de I'edat (n=3),

aixi com aquells que no van assolir els criteris de superacié de la fase MTP

(n=5). La mostra final va ser de 34 subjectes distribuits de la seglient manera

(veure taula 7 i figura 55):

Grup Infusio Subjectes
VEH young PBS N=8
DCS young DCS N=9
VEH old PBS N=10
DCS old DCS N=7

N=34

Taula 7:Mostra final per a I'experiment 3.
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Bregma 3,72mm

Bregma 4,20mm ol

Bregma 4,68mm

Bregma 5,16mm

Figura 55: Representacid6 esquematica de la localitzaci6 de la punta del
microinjectorimplantadaen el CPL dels subjectes valids de cada grup experimental. Cercle buit:
VEH Young; Cercle ple: DCS Young; Quadrat buit: VEH Old; Quadrat ple: DCS Old.

3.2.2.1 Control del Pes

Com en anteriors experiments,per talde descartar possibles efectes de la
restriccié d’aliment i/o els tractaments aplicats sobre els resultats conductuals
es van analitzar els pesos dels animals durat les diferents fases experimentals
(figura 56). Es van comparar els grups d’edat per separat donat que el
percentatge de privacio era diferent en funcié de I'edat (veure apartat 3.2.1.1).
Les analisis dutes a terme a través de la prova T d’Student no ens mostren

diferencies entre els grups en la majoria de les sessions analitzades.
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Figura 56: Mitjana del percentatge de pesos respecte el pes de separacié (100%) en diferents
sessions destacades de I'experiment. Sep.: Separacio, AP2: Aprenentatge 2, MTP: sessi6 de
MTP, DMTP: sessi6 de DMTP, NMTP 1: primera sessi6 de NMTP, DNMTP: sessi6 DNMTP,
OF:Test de camp obert, YM: test de laberint en Y, LL/T1:primera sessi0 de la tasca de
palanques alternes, TEST LL/T: test de memoria a llarg termini. A: grups de rates velles, B:

grups de rates adultes.

Subjectes  vells:  t(15)=-0.890;p=0,388;  t(15)=2,254;p=0,040; t(15)=-
997;p=0,204; t(15)=-0,997;p=0,334; t(15)=-1,742;p=0,102; t(15)=-
1,742;p=0,102; t(15)=-2,159;p=0,05; t(15)=-1,178;p=0,261; t(13)=-
0.949;p=0,360; t(9)=-1,174;p=0,271; t(9)=-0,62;p=0,952; t(13)=0,872;p=0,399;
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t(13)=-1,257;p=0,231; t(10)=-1,008;p=0,337; t(10)=-0,900;p=0,389.Subjectes
adults: t(15)=-1,745;p=0,101; t(15)=-0,708;p=0,490; t(15)=-0,848;p=0,410;
t(15)=-2,149;p=0,048; t(15)=-1,621;p=0,126; t(15)=-2,279;p=0,038; t(15)=-
1,731;p=0,476; t(15)=-0,620;p=0,544; t(15)=-0,572;p=0,576; t(15)=-
0,671;p=0,512; t(15)=-0,058;p=0,954; t(9)=-0,545;p=0,599; t(15)=-
0,135;p=0,894; t(15)=-1,510;p=0,152.

3.2.2.2 Tasca DMTP

En primer lloc, pel que fa al correcte aprenentatge de la tasca, tots els grups
van mostrar un percentatge de respostes correctes diferent estadisticament del
nivell d’atzar (50%) (p<0.05) (veure figura 57). Pel que fa a les diferencies entre
grups en la tasca DMTP, l'analisi estadistica del percentatge de respostes
correctes indica un efecte significatiu facilitador del tractament amb DCS en els
subjectes envellits, ja que el grup d’animals vells tractats presenta uns resultats
similars al grup d’animals joves sense tractament i significativament superiors al
grup control d’animals vells. D’altra banda, la DCS no sembla exercir cap efecte
rellevant en els animals joves ja que no es troben diferencies estadisticament

significatives entre els grups DCS young i VEH young.

Aixi, doncs, el factor grup, tant si el considerem de forma general sense
analitzar particularment cada demora ([F29=4,051;p=0,016]; VEH OLD vs
DCS OLD p=0,012), com si avaluem cada demora presentada per separat es
detecten diferéncies estadisticament significatives entre els grups DCS OLD i
VEH OLD en les mitjanes de percentatge de respostes correctes en totes les
demores aplicades exceptuant en la demora de 32 segons.En canvi, el grup
DCS OLD no es diferencia de forma estadisticament significativa dels grups
VEH Youngen cap de les demores presentades. En la taula 8 es mostren els
efectes de la DCS en els animals envellits sobre I'execucié de la tasca DMTPen
cadascuna de les demores aplicades i en global. Hi podem veure la comparacio

VS el grup control d’animals vells i respecte al grup control d’animals joves.
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Demora Aplicada P Global DCSOLDvs VEHOLD DCS OLD vs VEH
young

4s. [F(3.29=3,120;p=0,041] P=0,044 P=N.S.

8s. [F(3.29=3,511;p=0,028] P=0,031 P=N.S.

16 s. [F(3.29=4,646;p=0,009] P=0,017 P=N.S.

24s. [F(3.29/=4,670;p=0,009] P=0,01 P=N.S.

32s. [F(3.29=3,696;p=0,023] P=0,108 P=N.S.

Taula 8:Resultats globals de 'ANOVA per a la tasca DMTP entre els dos grups d’animals vells i
entre els grups VEH YOUNG i DCS OLD en les diferents demores aplicades.
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Figura 57: Mitjana del percentatge de respostes correctes +EE per al global de la tasca DMTP
(A) i considerant les diferents demores aplicades per separat (B). *p<0.05; #p<0.05 vs nivell
d’atzar (50%)
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A fi d’avaluar el percentatge acumulat de subjectes capagos d’assolir la tasca
DMTP i el nombre de sessions necessaries per a arribar al criteri
d’assolimentde la tasca, vam dur a terme l'analisi de la supervivéncia de
Kaplan-Meier (figura 58) que no ens va indicar diferencies estadisticament
significatives entre grups (LogRankX?(3)=2,861; p=0,414).No obstant,
s’observa com els subjectes del grup DCS old assoleixen el criteri de superacio
a un ritme més rapid que els del grup VEH old igualant-se a la velocitat

d’aprenentatge dels animals adults.
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Figura 58:Analisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. L’eix de les X mostra el nombre de
sessions de la tasca DMTP, I'eix de les Y mostra el percentatge acumulat de subjectes que han
superat la tasca DMTP. En blau fosc= DCS OLD, en blau cel= DCS YOUNG, en verd fosc=
VEH OLD i en verd clar= VEH YOUNG.
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3.2.2.3 Tasca NMTP

Pel que fa a la tasca NMTP, on s’avaluava la flexibilitat cognitiva, I'analisi
ANOVA ens indica diferéncies estadisticament significatives entre grups pel
que fa percentatge de respostes correctes [F(3,29)=1,700;p<0,0001]. L’analisi
de contrasts ens mostra un efecte de I'edat sobre la flexibilitat cognitiva dels
subjectes ja que com podem veure, les diferéncies entre grups d’animals de la
mateixa edat sén inexistents (veure taula 9 i figura 59). Tot i les diferéncies
entre els diferents grups, novament, tal i com s’observava a la tasca DMTP, tots

els grups van mostrar un correcte aprenentatge de la tasca (p<0.05 vs 50%).

Analisi Post Hoc

VEH old DCS old N.S.
DCS young P<0,0001
VEH young P<0,0001
DCS old VEH young P=0,01
DCS young P=0,007
VEH young DCS young N.S.

Taula 9: Analisi Post Hoc de Tukey de 'ANOVA de la mitjana del percentatge de respostes
correctes a la tasca NMTP.
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Figura 59: Mitjana del percentatge de respostes correctes (xtEE) en la tasca NMTP.
***n<0.001; #p<0.05 vs nivell d’atzar (50%).

148



Treball Experimental

Quan s’avaluen les sessions necessaries per assolir la tasca amb I'analisi de la
supervivéncia (figura 60) trobem unes diferencies estadisticament significatives
entre grups [LogRankX?(3)=27,449; p<0,0001], que es deuen a l'efecte de
I'edat i no de la DCS (DCS old vs VEH old X?(1)=0,517;p=0,472; DCS youngvs
VEH young X?(1)=0,259;p=0,611).
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Figura 60: Analisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. L’eix de les X mostra el nombre de
sessions de la tasca NMTP, I'eix de les Y mostra el percentatge acumulat de subjectes que han
superat la tasca NMTP.

3.2.2.4 Tasca DNMTP

A T'hora d’analitzar la tasca DNMTP, l'analisi de la varianciano vaindicar

diferencies significatives entre grups ni en el global de la tasca ni tampoc en
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'analisi per separat de cadascuna de les demores, amb I'excepcié de la
demora de 24 segons [F(3,28)=3,333;p=0,034] on les diferéncies radiquen
entre els grups DCS OLD vs VEH YOUNG p=0,033 i on també s’observa una
tendénciaa la significacié entre els grups DCS OLD vs DCS YOUNG p=0,054.
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Figura 61: Mitjana del percentatge de respostes correctes +EE per al global de la tasca DMTP
(A) i considerant les diferents demores aplicades per separat (B). *p<0.05; #p<0.05 vs nivell
d’atzar (50%
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L’analisi de la supervivéncia de Kaplan-Meier tampoc indica cap diferencia

entre els quatre grups X?(3)=6,238;p=0,101. (Figura 62).
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Figura 62:Andlisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. L’eix de les X mostra el nombre de
sessions de la tasca DNMTP, l'eix de les Y mostra el percentatge acumulat de subjectes que
han superat la tasca DNMTP. En blau fosc= DCS OLD, en blau cel= DCS YOUNG, en verd
fosc= VEH OLD i en verd clar= VEH YOUNG

3.2.2.5 Prova de camp obert

Un cop realitzades totes les tasques cognitives a la gabia de condicionament,
vam analitzar els possibles efectes de la DCS sobre la conducta motora a
través a la prova de lliure deambulacié en el camp obert. L’analisi ANOVA no
va mostrar diferencies estadisticament significatives entre els grups en cap de

les variables analitzades: distancia recorreguda en zona
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externa[F,22)=1,394;p=0,275]; distancia recorreguda en zones internes
[F3,22=0,401;p=0,754]; total de distancia recorreguda [F3,22=1,370;p=0,282];
mitjana de velocitat en zones externes [F,22=2,055;p=0,140]; mitjana de
velocitat en zones internes [F@,22=1,272;p=0,312]; mitjana de velocitat total
[F(3,22=2,030;p=0,144]. Aixi doncs es descarta un possible efecte del farmac

sobre la conducta motora dels animals.

3.2.2.6 Y-Maze

L’analisi ANOVA per a la tasca de memoria a curt termini avaluada en el
laberint en Y no va mostrar diferencies estadisticament significatives ni en la
fase d’adquisicié (figura 63a): percentatge de temps en el bragc 1
[Fz.20=1,585;p=0,230]; en el bra¢ 2 [Fs,20= 1,095);p=0,378 en el plat central
[Fi.20= 0,932;p=0,447], ni en la fase de test (figura 63b) percentatgede temps
en el brac 1 [Fg20= 0,445;p=0,724]; en el brac 2 [F3,20=0,860;p=0,481]; en el
bra¢ nou [F3,20=0,355;p=0,786] i en el plat central [F(,20=0,402;p=0,753].En la
fase test també va analitzar-se el nombre d’entrades a cada brag sense mostrar
novament diferéncies entre els grups experimentals. Entrades en el brac 1
[F(3,19=1,592;p=0,230]; entrades en el bra¢ 2 [F@3,19=1,152;p=0,359] i entrades
en el brag nou [F3,19=0,731;p=0,548] (figura 64a)

Una de les variables que se sol analitzar en aquest tipus de test és el primer
bra¢c al que ha entrat I'animal (figura 64b). LANOVA no mostra diferéncies
estadisticament significatives entre grups [F,16=0,510;p=0,681], tot i que sies
comparen els resultats per separat de cadascun dels grups versus el nivell
d’atzar (vs 50%) podem comprovar que cap dels quatre grups ha assolit la
prova de forma rellevant. VEH OLD [t(2)=0,500;p=0,667]; DCS OLD
[t(4)=1,500;p=0,208]; VEH YOUNG [t(4)=0,408;p=0,704] i DCS YOUNG [t(6)=-
0,354;p=0,736].
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Figura 63: (A) Mitiana del percentatge de temps (+tEE) que I'animal resta en cadascuna de les
zones del laberint en Y durant I'adquisicié. (B) Mitjiana del percentatge de temps (xtEE) que
I'animal resta en cadascuna de les zones del laberint en Y durant el test als 30 minuts.
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Figura 64: (A) Nombre d’entrades a cada bra¢ durant el test als 30 minuts. (B) Percentatge de
subjectes (xEE) que han entrat com a primera eleccié en el bra¢ nou.

3.2.2.7 Prova de Respostes alternes

L’analisi ANOVA del percentatge de respostes correctes en la fase d’adquisicio,
no mostra diferéncies estadisticament significatives entre els diferents grups
experimentals. En canvi, en la sessié de test als 7 dies es troben diferencies
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significatives (F(,28=3,888;p=0,022) (figura 65). L'analisi Post Hoc de Tukey
ens mostra que les diferéncies observades corresponen al grup VEH old, el
qual es diferencia dels grups VEH young (p=0,03) i DCS young (p=0,04) En
canvi, el grup DCS OLD no es diferencia ni del seu control VEH old (p=0,623),
ni tampoc dels grups d’animals joves (VEH young p=373; DCS young
p=0,455).L’'analisi de la supervivencia de Kaplan-Meier en la fase d’adquisicio
no va indicar diferencies estadisticament significatives entre grups
(X?(3)=5,484;p=0,140) en la fase d’adquisicid. En qualsevol cas, en la figura 66,
on es mostra la proporci6 acumulada de subjectes que assoleix el criteri
d’aprenentatge (80% de respostes correctes en dues sessions consecutives),
s’observa com els grups VEH, tant d’animals joves com vells, necessiten més
sessions per assolir el criteri d’aprenentatge. Pel que fa a la fase test (figura
67), l'analisi de la supervivéncia novament no ens mostra que hi hagi
diferéncies entre els grups (X?(3)=4,882;p=0,181).
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Figura 65: Mitjana del percentatge de respostes correctes(tEE) en les sessions d’adquisicié de
la tasca de palanques alternes (Esquerra) i Percentatge de respostes correctes (tEE) en el test
de memoria a llarg termini, 7 dies després de I'adquisicio. * p<0.05; # p<0.05 vs nivell d’atzar
(50%).
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Figura 66:Analisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. L’eix de les X mostra el nombre de
sessions d’adquisicié de la tasca de palanques alternes, I'eix de les Y mostra el percentatge
acumulat de subjectes que han adquirit I'aprenentatge.
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Figura 67:Andlisi de la supervivencia de Kaplan-Meier. L’eix de les X mostra el nombre de
sessions d’adquisicié de la tasca de palanques alternes, l'eix de les Y mostra el percentatge
acumulat de subjectes que han adquirit I'aprenentatge.
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Discussio

Discussio

L’aprenentatge, la memoria, tant la MT com a llarg termini, son vitals per gaudir
d'una qualitat de vida oOptima ja que sOn necessaris per al correcte
funcionament cognitiu. Aquests processos pateixen un deteriorament
significatiu durant I'envelliment normal o patologic que podria estar associat,
entre altres factors, a alteracions en els mecanismes de neurotransmissio. La
transmissié glutamatérgica, en regions cerebrals com el CPF i 'HPC, és critica
per a la formacié de la MT i la memoria a llarg termini de tipus relacional durant
tot el cicle vital. Aixi doncs, és d'esperar que els tractaments cerebrals que
potenciin aquesta neurotransmissié afavoriran els processos mnemonics en
animals sans i atenuaran, a més, el declivi cognitiu associat a l'envelliment o a
disfuncions cerebrals, probablement a través de la potenciacié de mecanismes

de plasticitat sinaptica i de sincronitzacié de xarxes neuronals.

Tots els experiments presentats en aquesta tesi s’emmarquen en una linia de
recerca que pretén investigar, en rates envellides o adultes amb déficit cognitiu
induit, els efectes de l'administraci6 de compostos moduladors de l'activitat
glutamatergica, sobre diferents paradigmes de memoria i també de flexibilitat
cognitiva. Aixi doncs, hem estudiat si 'administracio intracerebral al CPF de
'ampaquina S18986, modulador alostéric positiu dels AMPAr, i de DCS,
agonista parcial dels NMDAr, era capa¢ de reduir els déficits de memoria
produits per la I'administraci6 d’'SCOP al mateix CPL, per la inactivacio
temporal, mitjancant muscimol, de la influencia talamica glutamatergica sobre el
CPF, o pel procés d’envelliment no patologic.Els efectes dels tractaments
administrats van ser avaluats en diferents tasques de memoria olfactoria (DSO i
TSPA), de MT,de flexibilitat cognitiva (DMTP/DNMTP), de memoria espaial a
curt termini (Y-maze) i de memoria a curt termini amb component atencional

(prova de respostes alternes).

En I'experiment 1 i 2 vam avaluar la capacitat de potenciacié cognitiva de

'ampaquina S18986 ja que un treball previ del nostre laboratori,el primer que
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avalua l'efecte intracerebral d’aquest compost, va mostrar que la seva
administracié pre entrenament reduia les laténcies i el nombre d’errors en la
tasca DSO en animals adults sans (Yefimenko et al., 2013). Altres antecedents
experimentals havien mostrat que la seva administracio sistemica potenciava la
memoria d’una tasca de reconeixement d’objectes en rates adultes sanes
(Lebrunet al.,2000). De fet, tot i la seva curta vida Gtil,una Unica administracio
és capacg de millorar I'execucio d’aquesta tasca durant hores (Bertaina-Anglade
et al., 2007). El tractament amb S18986 també s’ha posat a prova com a
possible reversor de deficits induits tant farmacologicament com fruit de
'envelliment. En aquest sentit, Rosi i els seus col-laboradors (2004) van
estudiar els efectes de I'administracio d’'S18986 i SCOP en animals envellits i
en adults joves, i van trobar un efecte de reversié dels deficits induits en una
tasca d’evitacio,que semblava estar relacionada amb un augment de I'ACh
extracel-lular a I'HPCd. Tot i aix0, la substancia S18986 es mostrava més
eficag en els animals envellits, ja que s’obtenien resultats beneficiosos amb
'administracio de 3mg/kg, dosi ineficag en els animals joves (Bernard et al.,
2010; Rosi et al., 2004). Resultats semblants van obtenir-se amb aquesta
mateixa dosi en una tasca de MT espaial, doncs millorava la MT de ratolins
vells perd no de cinc mesos (Vandesquille et al., 2011). En conseqléncia, en el
present treball vam plantejar-nos si aquest modulador al-lostéric positiu dels
AMPAr podria revertir els possibles deficits mnemonics causats per un bloqueig
muscarinic al CPL (experiment 1) i per la inactivacié temporal del PFn talamic
(experiment 2).

Se sap que hi ha una interaccio entre els sistemes glutamatergic i colinérgic,
els quals regulen l'aprenentatge i la memoria(Marchi & Raiteri, 1988), en
diferents arees cerebrals. Estudis farmacologics han mostrat que els receptors
muscarinics son critics en els processos cognitius (Bartus et al., 1982;
Bhattacharya & Sen, 1991). El bloqueig d’aquest tipus de receptor comporta
una disrupcié dels processos d’aprenentatge i memoria (Michael E. Hasselmo,
2006), ja que lactivacié d’aquests receptors facilita la despolaritzacié en

resposta als inputs excitadors glutamatergics. Diversos experiments han
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mostrat que algunes de les seves accions podrien ser regulades mitjancant la
modulacié dels NMDAr (Segal & Auerbach, 1997; Warburton et al., 2003). Aixi
doncs, en el primer experiment d’aquesta tesi vam avaluar si la modulacio de
I'activitat glutamatérgica, via receptors AMPA amb I'administracié de S18986,
era capag de revertir 'amnésia induida per 'administracio d’'SCOP al CPL. Les
proves conductuals van consistir en dues tasques olfactives d'aprenentatge: la
DSO, que ens va permetre avaluar memoria implicita, i la TSPA, amb la que
vam avaluar memoria relacional. També es van realitzar proves de control de

percepcio olfactiva i activitat motora.

Pel que fa al segon experiment, ens vam plantejar si 'S18986 era capag¢ de
revertir els deficits induits per la infusié bilateral de muscimol al nucli PF en la
DSO i la TSPA. Ambdues tasques apetitives de memoria olfactiva han
demostrat ser sensibles a la funcié del CPL i del PFn talamic. Previament ja
s’havia determinat, en el nostre i en d’altres laboratoris (Quiroz-Padilla et al.,
2006 Quiroz-Padilla et al., 2007; Burk & Mair, 2001) que la disfuncié del nucli
PFn, ja sigui per lesid o per inactivacié temporal, pot afectar la capacitat
atencional i 'execucié de diferents paradigmes de memoria com, per exemple,
la TSPA o tasques de discriminacié visual atencional. A més, també s’ha
comprovat que I'estimulacio del nucli PF pot facilitar processos d’aprenentatge i
memoria (Guillazo-Blanch et al., 1995; Sos-Hinojosa et al., 2003; Schiff, 2012;
Yamamoto et al., 2013; Baker et al., 2016). Donades les projeccions
glutamatérgiques del PFn cap al CPF, s’ha hipotetitzat que el PFn podria
modular processos d’aprenentatge i memoria com a consequéncia de la seva
influéncia sobre aquesta regid cortical, modulant probablement l'arousal i

d’altres processos (Maria Fernanda Quiroz-Padilla et al., 2010).

D’altra banda, a I'experiment 3 de la present tesi, donada la importancia dels
NMDAr en l'aprenentatge i la memoria es va seleccionar un farmac agonista
d’aquests receptors ja utilitzat en el nostre laboratori com a possible tractament

potenciador, la DCS. En aquest ultim experiment vam optimitzar una tasca de
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MT en gabia de condicionament per tal d’estudiar els efectes d’aquest agonista
parcial dels NMDAr sobre la MT i la flexibilitat cognitiva d’animals adults sans i
d’animals envellits. Addicionalment, també vam analitzar els efectes de la DCS
sobre la memoria relacional a curt termini i sobre el record a llarg termini d’'un

paradigma amb demanda atencional.

Els resultats de la present tesi no es poden atribuir a alteracions en la
percepcio olfactoria, Ja que els resultats del test olfactori, utilitzat com a prova
de control en els experiments 1 i 2, no demostren cap diferéncia significativa
entre grups en la latéencia en trobar el refor¢ amagat, a variables com la
motivacio per a la ingesta, ja que l'analisi estadistica del pes en les sessions
representatives del procés experimental ens va indicar que no hi havia
diferencies significatives entre els grups, o a l'activitat motora ni a nivells
d’ansietat ja que les dades obtingudes a la prova de camp obert presenten
concordanga amb altres investigacions, on es demostrava com ni 'S18986 ni la
DCS tenien cap mena de consequencies sobre l'activitat motora i els nivells
d’ansietat dels animals tractats (Bado et al.,, 2011; Ozawa et al., 2012). No
obstant, els resultats de Pussinen i Sirvid (1999) van mostrar un increment de

I'activitat motriu després de I'administracié sistémica de DCS.

La S18986 administrada intra-CPL mostra efectes potenciadors moderats

sobre la memoaria implicita

La tasca DSO és un paradigma de memoaria olfactiva de tipus implicit basada
en la tendéncia innata dels animals per explorar estimuls nous. La tasca
consisteix en una sessio d’adquisicié composta per quatre asajos on I'animal ha
de discriminar entre tres aromes i associar-ne una d’elles al refor¢ (aliment).
Després de 24 i 48 hores de la sessié d’adquisicio s’avalua la memoria en uns
tests compostos per també quatre assajos amb la diferencia que el primer

assaig no esta reforcat a fi que esdevingui un retest pur.
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En relaciéo a l'avaluacié dels efectes del tractament amb S18986 administrat
preentrenament al CPL que es va dur a terme en I'experiment 1, es va observar
que el grup S18986 mostrava un menor nombre d'errors a la sessié d’adquisicio
de la tasca respecte al grup CONTROL, aixi com del grup SCOP, el qual
encara no havia rebut la infusi6 d’'SCOP al CPL. Pel que fa als tests de
memoria, tant a les 24 com especialment a les 48 hores, s’observa un descens
quasi generalitzat del nombre d’errors, no obstant els resultats del grup tractat
amb S18986 resulten practicament identics en les tres sessions mostrant una
facilitacié en I'adquisicié que es manté durant les sessions de test. D’aquesta
manera s’evidencia un correcte aprenentatge de la tasca dels diferents grups
tot i que l'efecte del farmac queda emmascarat en les sessions de test

possiblement per un efecte terra.

Una altra de les variables que varem analitzar en aquest experiment foren les
latencies al trobar el reforc. En aquest cas novament veiem un descens
generalitzat de les laténcies al llarg de tot I'experiment perd menys acusat en el
cas del grup S18986. El grup S18986 tot i no diferenciar-se significativament a
la fase d’adquisicié de la resta de grups, és el grup que menys laténcia de
resposta va mostrar. D’altra banda el grup que més dificultats va mostrar fou el
grup SCOP, com era esperable degut als efectes deteriorantsen el
desenvolupament d’aquesta tasca ja vistos en la literatura (Portero-Tresserra et
al., 2013). Els efectes d’aquest farmac varen traduir-se en unes laténcies a les

24h significativament més llargues que les del grup CONTROL.

Pel que fa a la combinaci6 dels dos farmacs, no s’observen efectes clars de
reversio dels déficits induits per 'SCOP, ni en I'adquisicié ni en la retenci6 de la
DSONo obstant, observem una tendéncia a la significacio en les latencies de
resposta del test a les 24 hores del grup S18986+SCOP vs el grup SCOP.

Pel que fa al segon experiment on varem avaluar I'efecte de la S18986, en
aguests mateixos paradigmes, com a possible tractament de reversio de

deficits glutamatergics fruit de la inactivacioé del PFn, els resultats varen mostrar
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gue no existien diferencies entre els grups en cap de les sessions pel que fa al
nombre d’errors. De manera similar a l'anterior experiment,s’observa un
descens gradual del nombre d’errors, per bé que en aquest cas el nombre
d’errors del grup S18986 en l'adquisici6 és més elevat que a [l'anterior
experiment (0,53 vs. 1,48 segons). Una explicacid a aquest increment podria
ser degut a que en aquesta ocasié les dues administracions de substancies es
realitzaven abans de la sessié d’adquisicidé, entre una infusid i [altra
transcorrien només cinc minuts i cada administracié implicava una
immobilitzacié de dos minuts cadascuna. El possible estrés agut aplicat abans
de la sessio d’adquisicié degut a les manipulacions dutes a terme per infundir
els farmacs podria ser, doncs, el responsable d’aquest increment en el nombre
d’errors (Ozbaki et al., 2016).

Pel que fa a les latencies, les analisis ens mostren un efecte negatiu sobre
I'adquisicié de la tasca amb I'administraci6 de muscimol al PFn, grup que es
diferencia significativament del grup S18986 i tendeix a una diferéncia
significativa respecte el grup CONTROL. Aquests efecte deteriorant en
I'adquisicio de la tasca DSO poden veure’s revertides si s’administra S18986.
No obstant, els increments en les latencies per part del muscimol desapareixen

en les sessions de test a les 24 i a les 48 hores.

Aixi doncs, podem concloure que I'administracié d’S18986 té certs efectes
facilitadors en tasca DSO especialment en aquells subjectes amb algun tipus
de deficit cognitiu induit. Aquests efectes es tradueixen en eliminar les
diferencies que es donen en les laténcies en la retencié de la tasca entre els
animals tractats amb muscimol i els tractats amb. Pel que fa als errors, podem
observar com I'S18986 redueix el nombre d’errors respecte el grup CONTROL

en un dels experiments.

Tot i les similituds entre els nostres resultats i els trobats a la literatura, aquests
resultats no coincideixen del tot. Cal dir perd que la majoria de treballs on s’ha
estudiat els possibles efectes sobre la cognicié de 'S18986 ho han fet a través

de la seva administracio sistéemica i només disposem d’un treball publicat on
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s’hagi administrat via intracerebral. En general a la literatura s’ha trobat un
efecte procognitiu de S18986 en animals de mitjana edat i en diferents
paradimnes de memoria. El compost S18986, al actuar modulant els AMPAr,
exerceix una modulacio indirecta sobre els NMDAr que pot facilitar processos
de LTP aixi com facilitar 'expressié de BDNF esdevinguent un potencial farmac
per a la prevencio dels déficits cognitius associats a I'envelliment (Bloss et al.,
2008). Aquests efectes sobre la LTP poden resultar també beneficiosos a I'hora
de modular altres sistemes de neurotransmissié. S’ha vist que I'S18986
augmenta l'alliberacié d’Ach al HPC i de noradrenalina tant a 'HPC com al CPF
I de dopamina al CPF (Lockhart et al., 2000; Rosi et al., 2004). Per tant, potser
s’hagués observat uns efectes més potents en la reversié dels déficits cognitius
induits per 'SCOP en una tasca hipocampdependent com per exemple la
TSPA. Desafortunadament pero, dificultats metodologiques en aquesta tasca

han impedit que poguessim obvervar aquests efectes en el present treball.

A més a més, els resultats obtinguts en relaci6 a I'administracié post-
entrenament d'SCOP no van corroborar completament els resultats obtinguts
en treballs anteriors (Carballo-Marquez et al., 2007; Portero-Tresserra et al.,
2013) on [l'administraci6 d’SCOP al CPL immediatament després de
'entrenament causava un bloqueig de la consolidaci6 de la memoria. La
consequéncia d’quest bloqueig s’observaba en I'execucio dels animals en el
test de memoria, els quals presentaven no només majors laténcies de resposta
sin6 també un nombre major d’errors. En el nostre experiment, no es va
observar una diferéncia estadisticament significativa entre el grup SCOP i el
CONTROL. Cal tenir present perdo que en els experiments recentment
esmentats el farmac potenciador de l'activitat glutamatérgica que utilitzaven
actuava sobre els receptors NMDA i que hi havia un assaig més a la fase

d’adquisicio respecte el nostre experiment.

Pel que fa a la capacitat de la substancia S18986 de revertir els deficits
cognitius induits tant per SCOP com per muscimol en la DSO, els resultats ens
mostren igualtat entre els grups en els quals els hem administrat la S18986 junt
amb el muscimol i aquells que no han rebut 'ampaquina S18986, mostrant la

manca d’efectes de I'S18986 com a tractament de reversio, o almenys amb la
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dosi administrada. Un estudi anterior va demostrar que Il'administracio
d'aquesta mateixa dosi de 3 pg/hemisferi d'S18986 (Yefimenko et al., 2013)era
suficient per a millorar I'execucié de la tasca DSO de subjectes sans, pero
probablement dosis majors haurien estat més apropiades per a trobar efectes
tant en subjectes sans com en aquells amb déficits induits. En I'estudi de Rosi
et al. (2003), dosis de 10 mg/kg administrada intraperitonealment eren meés
efectives en revertir els déficits causats per SCOP que 3mg/kg.

Els possibles efectes procognitius de 'S18986, no només es van avaluar en la
DSO sin6 també en el paradigma conductual de TSPA. La TSPA és un
paradigma de memoria olfactiva, tot i que en aquest cas és de tipus relacional.
La tasca consta de dues parts, una sessié d’adquisicié o interaccié social que
consisteix en la interaccié entre I'animal experimental i un subjecte observador
que préviament ha ingerit un aliment aromatitzat i dues sessions de test (una a
les 24h i l'altra a les 48h). Després de la sessié d’aprenentatge social, els
subjectes van ser sotmesos a un test de preferencia alimentaria, que
consisitien en presentar al subjecte entrenat aliment aromatitzat amb I'aroma

entrenat i aliment aromatitzat amb un aroma nou.

Els subjectes als que es va administrar S18986 pre-entrenament no van obtenir
un percentatge de preferencia per a I'aliment entrenat superior al nivell d'atzar,
contradient estudis anteriors de tasques dependents d’'HPC (Bernard et al.,
2010). Per tant, aquests resultats podrien indicar que 1'S18986 per si mateix no
€s capac d'actuar com a facilitador cognitiu en aquesta tasca. Tanmateix, els
resultats obtinguts tampoc semblen indicar cap efecte facitador de 1'S18986 per
a revertir els possibles deficits causats peel bloquejant muscarinic, ni al test 24
hores ni 48 hores. Aquests resultats contrasten amb el que es va observar en
anteriors estudis on es van utilitzar altres farmacs moduladors de [I'activitat
glutamatérgica (Boix-Trelis et al., 2007; Portero-Tresserra et al., 2013) i on
I'administracié 20 ug de SCOP interrompia de manera contundent I'adquisicio
de la TSPA.

En el segon experiment, els resultats per a la tasca TSPA son molt similars als
ja mostrats a I'experiment anterior. L’Unica diferéncia es detecta al test a les 48

hores, en el qual es mostra un aprenentatge del grup CONTROL
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significativament superior al 50% corresponent al nivell d’atzar, fet que el
diferencia dels dos grups que varen rebre muscimol.D'altra banda ni S18986 ni
SCOP ni muscimol van provocar cap efecte sobre els patrons de conducta
d’interaccié social durant I'adquisicié de la TSPA. Tampoc es va observar cap
efecte sobre la motivacid per a la ingesta durant el test de preferencia
alimentaria, ja que no es van detectar diferéncies significatives en la quantitat

de menjar ingerida pels diferents grups.

Sorprenentment al que esperavem (Galef & Wigmore, 1983), els animals
control no van realitzar un solid aprenentatge d'aquesta tasca, el que ens
condueix a considerar que problemes metodologics poden haver influit en els
resultats. Un possible motiu per explicar que aquestes substancies no tinguin el
mateix efecte que en estudis anteriors de TSPA, tot i administrar les mateixes
dosis, podria ser el fet que en els treballs anteriors la tasca es va dur a terme
en la mateixa caixa transparent on habitava el subjecte (Boix-Trelis et al., 2007;
Carballo-Marquez et al., 2009; Portero-Tresserra et al., 2013). En aquest cas, i
per facilitar la posterior observacié dels videos, es va dur a terme en caixes
rectangulars negres de fusta de 50 x 25 x 30 cm. Una altra possible explicacié,
descrita anteriorment amb 'administracié de DCS al CPL (Portero-Tresserra et
al., 2013), és que el CPL podria estar més implicat quan la dificultat de la TSPA
és elevada, és a dir, quan l'eleccié6 de la preferencia es realitzava amb tres
opcions de resposta (tres menjars amb aromes diferents). Per tant, en el
present treball que ha involucrat només dues opcions de tria probablement s’ha
disminuit la possibilitat d’observar diferéncies estadisticament significatives. Tot
i que s'ha descrit que el CPL és una regio implicada en la flexibilitat cognitiva,
en la presa de decisions i la consolidacio de la memoria en tasques de tipus
olfactori (Kesner & Churchwell, 2011), altres arees cerebrals com I'HPC podrien
ser més sensibles a I'administracio intracerebral de S18986, ja que és una area
clarament implicada en la consolidaci6 de la memoria en aquesta tasca
relacional (Alvarez et al., 2001). El fet que els animals CONTROL tampoc
aprenguessin de manera substancial aquest paradigma indica la probable
contribuci6 de problemes metodologics que no van estar suficientment

controlats.
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Aquests resultats obtinguts no recolzen la hipotesi inicial que proposava que
I'S18986 administrada al CPL podria potenciar l'aprenentatge i la memoria en
rates sanes i revertiri déficits mnemonics induits per SCOP o muscimol. Aixi
doncs, a més d'intentar resoldre possibles problemes metodologics, sén
necessaris estudis amb diferents dosis de S18986, aixi com avaluar els efectes
de I'S18986 injectada a una altra regi6é cerebral com 'HPC, també implicada en
les mateixes tasques d’aprenentatge (Carballo-Marquez et al., 2009), en rates
joves sanes i amb deéficit cognitiu induit ja sigui per manipulacions
farmacologiques com pel propi procés d’envelliment natural. Els efectes
positius de l'ampaquina S18986 administrada de manera sistemica s'han
demostrat en altres estudis i en diferents paradigmes mnemonics,i en general
s’ha suggerit que els efectes s6n més potents en tasques hipocamp-
dependents i en ratolins de mitjana edat (12-16 mesos) (Béracochéa et al.,
2007; Bernard et al., 2010; Bertaina-Anglade et al., 2007; Marighetto et al.,
2008; Rosi et al., 2004; Vandesquille et al., 2011). Per tant, si es solventen els
problemes metodologics per a la tasca TSPA de Portero-Tresserra i els seus

col-laboradors, podriem esperar observar un efecte més potent de la S18986.

L’administracio intra-CPL de DCS potencia la memoria de treball en

animals envellits

Una de les regions cerebrals que més es veu afectada pel procés d’envelliment
és el CPF. Aquesta regid, com ja s’ha comentat en anterioritat, t¢ una gran
importancia per a les funcions executives i pel manteniment de I'atencié. Aixi
doncs, sembla probable que la seva degeneracié afecti tasques que involucrin
aquests processos cognitius, com per exemple la MT (Tulving, 1983; Buckner,
2004; Grady, 2008).

A fi d’avaluar la MT, en la present tesi doctoral s’ha utilitzat la tasca DMTP en
gabia de condicionament. Agquest paradima de memoria consisteix en tres
fases diferenciades. A la primera (mostra), una palanca no reforcada es

presenta aleatoriament, i al ser premuda per I'animal s’activa el temporitzador
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(fase demora d’entre 4 i 32 segons). Posteriorment, es presenten les dues
palanques de les que disposa la gabia de condicionament (fase eleccid) i
'animal ha de prémer la mateixa palanca que la inicialment presentada a fi

d’obtenir el reforg de menjar.

Els nostres resultats han mostrat que la DCS (10 pl /hemisferi) té un efecte
facilitador de la MT en animals envellits en totes diferents demores aplicades, ja
que el tractament ha revertit el déficit dels animals vells, els quals han mostrat
resultats similars als als dels grups d’animals adults. Quan es comparen els
resultats dels dos grups d’animals CONTROL, s’observa un efecte moderat de
'envelliment sobre la MT degut a que es detecten diferéncies significatives

nomes als 16 segons i tendéncies a la significacio als 8 i als 32 segons.

Com ja s’ha mencionat en capitols anteriors, en general, com més llarga és la
demora pitjor és el record pero, tot i la disminuci6 del record de tots els grups, a
mesura que avanca el procés d’envelliment, els resultats dels animals vells
tractats amb DCS so6n entre un 8,9 i un 11,2% superiors que els dels seus
homolegs vehicle. Aix0 representa unes diferéncies significatives en totes les
demores aplicades, a excepcié de la demora més llarga en la qual només
s’observa una tendéncia a la significaci6. Com ja em comentat anteriorment,
I'aplicacié de les demores es realitzava de forma semialeatoria i el fet que el
percentatge d’aparicio de les demores més curtes sigui superior a aquelles més
llargues fa que el subjecte tingui més oportunitats de respondre-hi, i
probablement si s’hagués donat més oportunitats de respondre a la demora de

32 segons també s’haurien trobat diferéncies clares entre els grups.

Tot i els clars resultats observats en els animals vells, els efectes de la DCS en
els animals adults no han estat tan acusats, essent inexistents les diferencies
entre el grup DCS i el CONTROL en cap de les demores aplicades. Aquests
resultats concorden amb d’altres estudis que mostren com l'efecte beneficios
de la DCS sembla estar limitat a facilitar la MTen animals amb algun tipus de
deficit cognitiu, perdo no en subjectes adults sans. Per exemple, Ohno i
Watanabe (1996) van mostrar que I'administracio intra-HPC de DCS no era

capac de millorar la MT en animals intactes, perosi en animals havien rebut la

169



Discussio

DCS després d’'una administracio local d’SCOP a I'HPC. En el nostre laboratori,
Portero-Tresserra et al.,, (2014) va obtenir resultats similars, ja que
'administraci6 de DCS intra-HPC en animals adults tractats amb SCOP
millorava la memoria relacional, pero no ho feia en animals tractats amb
vehicle. No obstant, altres estudis mostren resultats contradictoris respecte als
nostres, com per exemple el de Pussinen i Sirvibque mostra que la DCS facilita
la MT en la tasca DNMTS per a laberint radial en rates de cinc mesos
d’edat(Pussinen & Sirvid, 1999), les diferencies observades entre aquest
experiment i el nostre perd, podrien raure en el fet que utilitzaven el laberint

radial, on el rol de 'HPC és important, i demores de fins a quatre hores.

La via d’administracié del farmac no és un factor al que podem atribuir les
diferéncies entre estudis. Grzeda i els seus col-laboradors I'any 2007 varen
administrar DCS sistemicament a rates diabétiques, les quals presentaven un
deficit en la MT, i van obtenir resultats de facilitacié de la memoria en aquestes
perd no en el grup control en una tasca avaluada en laberint en T. Els nostres
resultats també estan en consonancia amb els resultats que va obtenir Forsyth i
els seus col-laboradors I'any 2015 (Forsyth et al., 2015), amb I'administracio de
DCS de forma sistémica a humans adults sans. En aquest cas tampoces van
demostrar efectes potenciadors de la DCS sobre la MT en una tasca espacial
n-back, perd si quan la van administrar a pacients diagnosticats
d’esquizofrénia, els quals presentaven déficits de MT (Forsyth et al., 2017). No
obstant, hi ha estudis on utilitzant la mateixa prova conductual varen trobar un
efecte sobre la MT en humans sans, (Kuriyama et al., 2011). Tal com Forsyth i
els seus col-laboradors van plantejar, donada la minima activitat NMDAr
necessaria per mantenir una activitat persistent dins del PFC, l'activacié dels
NMDAr podria tenir efectes limitats en la memoria. Aquesta hipotesi podria
explicar els nostres resultats previs amb l'administracié directa al sistema
nerviés en rates joves, suggerint que la DCS només té efectes de potenciacio
cognitiva quan hi ha una activitat glutamatérgica reduida al CPF, com podria

ocorrer en el cas d’animals envellits.

Tal i com plantegen McQuail i els seus col-laboradors (2016), les diferents
subunitats dels NMDAr compleixen diferents funcions i durant I'envelliment es
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dona una perdua en concret de la subunitat NR2A. La relacio entre I'expressio
reduida de la subunitat NR2A al CPF i l'alteracié de la MT en rates d'edat
sembla indicar que la millor estrategia per a millorar la cognicié en rates velles
seria potenciant l'activitat NR2A (McQuail et al., 2016). De manera congruent,
els animals adults als que se’ls ha bloquejat la subunitat NR2A al CPFm
mitjangant antagonistes competitius (NVPAAMO77 i TCN-201) realitzen una
pitjor execuci6 de la fase “eleccio” en la tasca DMTP. D’altra banda, els models
cel-lulars de MT posen de manifest que la senyalitzaci6 NMDAr perllongada és
avantatjosa per a la MT, ja que ofereix una major oportunitat d'integrar entrades
excitadores i mantenir un dispar neuronal persistent (Goldman-Rakic, 1995; D.
Wang et al., 2014).

El perfil agonista de la DCS en NMDAr amb diferents composicions de
subunitats és complex. S'ha demostrat que la DCS augmenta el temps
d'obertura del canal en els NMDAr que contenen la subunitat NR2C amb
aproximadament un 200% més d'eficacia que la glicina, mentre que en els
NMDAr gue contenen subunitats NR2A té una eficacia del 90% i en les 2B, la
DCS té aproximadament un 65% d'eficacia en comparacié amb la glicina (Goff,
2017). Per tant, mentre que la DCS és un agonista en els NMDAr amb
subunitats NR2C, independentment de la dosi, en les NMDAr amb les
subunitats NR2B i NR2A, la DCS pot actuar com agonista en dosis baixes (per
exemple, 50 a 250 mg) mitjancant I'estimulacié de llocs de glicina desocupats,
perd com a antagonista en dosis altes (per exemple, 1000 mg) (Krystal et al.,
2011) desplacant la glicina endogena. Ates que els NMDArs amb diferents
subunitats podrien ser diferents en diverses funcions cognitives, (Paoletti et al.,
2013) estudis addicionals que aclareixin la participacio dels subtipus NMDAr en
diverses funcions cognitives, aixi com el perfil agonista de la DCS a cada
subtipus NMDAr seria util.Si tenim en comptre que durant I'envelliment, a més a
més de la reduccié que es dona en els NMDAr les subunitats NR2A sén
progressivament substituides per subunitats NR2B podem esperar diferéncies
en I'agonisme segons I'edat. Aixi podriem hipotetitzar que dosis més baixes de
les que hem administrat de DCS podrien facilitar la MT també dels animals

joves.
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Tenint en compte tot 'anteriorment comentat, seria interessant esbrinar quina
podria ser la dosi Optima per a cada via d’administracio i edat, ja que la DCS no
té el mateix efecte en totes les condicions.Alguns estudis han conclos que una
Unica administracié sembla ser suficient per a la facilitacié de I'aprenentatge i la
memoria i d’altres, realitzats amb el paradigma d’extincié de condicionament,
han mostrat que multiples exposicions a DCS induien a la desensibilitzacié dels
receptors i, en conseqiencia, la disminucio dels efectes del farmac. Aquest fet
suggereix que és probable que frequéncies d'administracié diferents (agudes o
croniques) puguin produir diferents efectes en els diferents processos cognitius
i, fins i tot, edats (Werner-Seidler & Richardson, 2007). Una possible explicacié
per a la desensibilitzacio dels NMDAr per la repetida administraciéo de DCS és
gue I'exposicio cronica al farmac pot alterar els nivells de glicina endogena en
I'espai sinaptic i, per tant, saturar el complex-receptor de glicina (Mickley et al.,
2012). No obstant, quan els nivells de glicina son alts, la DCS podria actuar
com a antagonista parcial dels NMDAr reduint la seva activitat fins al 50%
(Goff, 2012).Tantmateix, aquesta desensibilitaci6 no es tracta de quelcom
permanent, siné que després d'un periode sense administrar-se es poden
restaurar els nivells basals (Parnas et al., 2005). Per tal de respondre la qliestid
de quina és l'administracié oOptima de DCS per a obtenir-ne el maxim
rendiment, s’ha indicat que una sola dosi (100 mg) administrada de forma
sistémica abans d’'una tasca de MT era capag potenciar I'execucié en humans
adults (Kuriyama et al., 2011). També s’ha vist que I'administracié aguda intra
HPC de DCS (1 o 10 ul/hemisferi) millorava els déficits induits per 'SCOP en
una tasca de MT (Ohno & Watanabe, 1996) i que I'administracio sistémica
aguda, pero no cronica, de DCS (15 mg/kg) 30 minuts després d’'una sessi6
d’extincié facilitava la mateixa (Mickley et al., 2012). De fet, son diversos els
estudis amb rosegadors que han trobat que els efectes beneficiosos de la DCS
després d’una dosi unica no persistien al perllongar-se (Quartermain et al.,
1994), el que suggereix que I'administracioé cronica de DCS podria conduir a la
desensibilitzacié dels NMDAr. Tot i que nosaltres no hem trobat cap evidencia
d’aquesta desensibilitzacié (Barrés et al., en preparacid), serien convenients
meés estudis que tinguessin en compte aquesta possibilitat. No obstant, en el
nostre estudi de MT el fet que les demores fossin presentades de forma

semialeatoria, i no gradualment de menys a més durada, permet descartar
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parcialment aquest possible efecte de I'administracié cronica aixi com altres

aspectes ja mencionats, com el nivell d’estrés.

En definitiva, totes aquestes troballes suggereixen que la potenciacio de la
neurotransmissio glutamatérgica pot revertir els deficits cognitius associats a
I'edat o induits a través de farmacs o lesions, pero en condicions en les que les
functions cognitives no estan alterades no tindria aquest efecte de potenciacio
cognitiva. A meés, és interessant apuntar que unes dosis més adients podrien
haver facilitat de manera més rellevant les tasques emprades fins, i tot, en

animals joves.

La DCS intra PLC no produeix efectes sobre la memoria relacional a curt

termini

A fi d’avaluar la memoria relacional a curt termini varem utilitzar el laberint en Y
en una tasca composta per dues fases. En la primera, en la que I'entrada a un
dels bracos del laberint es trobava blocada, es col-locava I'animal al laberint i
se’l deixava deambular lliurement per les zones restants. Després d’un periode
de 30 minuts es retornava al subjecte al laberint perd en aquest cas tots els
bracos eren accessibles. Les rates son animals curiosos als que els agrada
explorar alld nou i per tant s’espera que aquells subjectes que tenen un
correcte record de la fase inicial explorin més el brag¢ al que no han estat(Dellu,
et al., 1992).

Els nostres resultats ens mostren, pero, que la DCS administrada pre-
entrenament al CPL no sembla tenir un efecte important sobre aquesta tasca

El fet que en el nostres cas la DCS administrada pre-entrenamen en el CPL no
tingués un efecte facilitador de la retencié als 30 min podria explicar-se per
raons metodologiques. La metodologia emprada en el nostre experiment
difereix de 'emprada en estudis similars en aquest mateix laberint o en laberint
en T, els quals si que havien detectat diferéncies significatives entre individus
tractats amb agonistes NMDA o DCS i subjectes control (Hughes, 2004;
Grzeda et al., 2007). Mentre que a la nostra investigacio bloquejavem un dels

bracos en la primera fase de I'experiment per després fer-lo accessible durant
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la segona, en altres treballs els investigadors van emprar addicionalment altres
meétodes per facilitar la distinci6 d’ambdds bragos del laberint. Aixi, veiem com
en el treball liderat per Hughes (Hughes, 2004) els dos bragos del laberint
presentaven colors diferents (un negre i l'altre clar) durant la fase d’adquisicio,
mentre que a la investigaci6 de Grzéda i col-laboradors (Grzeda et al.,
2007)empraven menjar per facilitar el discerniment. En el nostre cas, els bragos
no presentaven cap diferéncia en la seva apariéncia i I'unica forma de
diferenciar-los mitjancant el context era observar el sostre a fi de trobar alguna
clau contextual. La dificultat, per tant, era molt elevada i feia dificil que els

animals trobéssin diferéncies en 'ambient.

Una altra possible raé que podria explicar la manca de resultats positius en la
prova Y-maze és el fet que degut a que és una tasca relacional implica una
depenéencia hipocampal elevada, mentre quel’administracié de la DCS va ser
realitzada al CPL. Aquesta mateixa tasca fou utilitzada en el nostre mateix
laboratori pero utilitzant-se com a habituacié per a una prova posterior de
reconeixement d’objectes dins del laberint (Rojic-Becker et al., en preparacio).
En aquest cas, tot i que el tractament proposat era diferent al nostre, els
animals van mostrar un millor aprenentatge de la tasca, fet que recolza la idea

gue la nostra tasca estava incompleta.

L’administraciéo intra-CPL de DCS no té efectes sobre la flexibilitat

cognitiva

La flexibilitat cognitiva és I'habilitat per a trobar diferents alternatives a I'hora de
d’assolir un resultat i alternar entre diferents criteris d’actuacio, els quals poden
ser necessaris per respondre a demandes canviants d’'una tasca o situacio.
Aquests tipus de tasques requereixen d’'una alta demanda prefrontal. Aixi,
enl’experiment 3 varem avaluar la capacitat de la DCS per a potenciar la
flexibillitat cognitiva - amb els protocols MTP i DMTP, que es realitzaven un cop
superada la fase DMTP. Aquest canvi en les contingéncies, consistent en
reforcar la palanca no reforgcada anteriormenti a la inversa, ens va permetre en el
cas de la tasca NMTP avaluar la flexibilitat cognitiva, i en el de la DNMTP, on

novament introduiem demores, analitzar conjuntament MT i flexibilitat cognitiva.
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En primer lloc, les nostres dades mostren un clar efecte de I'edat sobre la
flexibilitat cognitiva, degut a que els animals vells, independentment del
tractament, realitzen una pitjor execucid de la tasca. Els animals control d’un i
altre grup d’edat mostren uns resultats molt diferents, els quals evidencien
I'efecte perjudicial de I'edat per a la flexibilitat cognitiva. L’administracié de DCS
no altera els resultats ni en animals adults ni en animals vells, fet que no
coincideix amb les dades obtingudes en un altre estudi del nostre laboratori on
avaluavem l'efecte de la DCS en [ladquisicio, retencid i reversi6 d'un
aprenentatge espacial en el laberint de Morris (Portero-Tresserra et al., 2018).
En aquest estudi es va mostrar com I'administracio de DCS intra-HCP era capag
de pal-liar els efectes de l'edat en la reversié d’'un aprenentatge espacial en el
MWM. No obstant, tots els animals vells van passar més temps que els grups
d’adults en el quadrant on originariament hi havia la plataforma, evidenciant que
'edat té un efecte negatiu sobre la capacitat d’adaptar-se als canvis. Cal tenir
present, pero, que la prova de reversié en la tasca del MWM té una naturalesa
diferent a la que hem utilitzat nosaltres, essent en aquell cas més important la
contribuci6 de I'HPC. Per tant, aquests resultats no serien totalment comparables
amb els nostres. Un altre estudi de reversié perd en aquest cas en una tasca en
gabia de condicionament fou dut a terme per George i els seus col-laboradors,
on van veure com administraciéns sistemiques de DCS milloraven la flexibilitat
cognitiva en un model animal d’estrés post-traumatic perd no en rates control
(George et al., 2018). Caldria veure doncs si el motiu pel qual no hem obtingut
resultats positius en aquesta prova soén consequéncia de la multiple exposicié a
la DCS i si aguestes administraciéns diaries han pogut dessesibilitzar els
receptors (Werner-Seidler & Richardson, 2007;Parnas, Weber, & Richardson,
2005).

Altres experiments han avaluat els efectes de la DCS tasques de flexibilitat que,
a més, inclouen una alta demanda atencional. En un estudi de Aoyama et al.,
2016 en el qual s’administra DCS a ratolins amb exposicio a la nicotina prenatal,
els resultats mostraven una facilitacio de la flexibilitat cognitiva. Un altre dels
experiments en els que s’ha estudiat la flexibilitat cognitiva en una tasca

atencional va dur-se a terme en el nostre propi laboratori, a través d’'una tasca de
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discriminacio visual atencional. A la primera fase de I'experiment s’associava una
palanca acompanyada d’un estimul lluminds de curta durada (500ms) al reforg, i
a la segona fase es reforgava la palanca que no anava acompanyada d’estimul
lluminds. En aquesta tasca es va veure que I'administracié de DCS al CPL de
rates amb injeccions de muscimol al PFn era capag de pal-liar parcialment, pero
no revertir del tot, els déeficits de flexibilitat cognitiva provocats per la inactivacio
talamica (Barr6s-Millas et al., En preparacio).

Les dades de la present tesi complementen, doncs, dades precedents, i
evidencien l'efecte negatiu del procés d’envelliment sobre la flexibilitat cognitiva,
si bé es requereix de més investigacié a fi de conéixer en quins casos la DCS

pot reverir els efectes del envelliment.

L’administracié intra-CPL de DCS produeix lleugers efectes potenciadors

de lamemoria a llarg termini en animals envellits

En I'experiment 3 també vam avaluar els efectes de la DCS administrada al CPL
sobre una tasca de respostes alternes, depenent del CPF, que implica un cert
grau de demanda atencional. La tasca constava de dues fases, la d’adquisicid i

el test de memoria al cap de set dies de completar I'adquisicio.

Durant la fase d’adquisicié de la tasca no es detecten diferéncies entre els grups.
Tot i el possible efecte deteriorant de I'aprenentatge de tasques dependents de
CPF fruit del procés d’envelliment, tots els grups mostren una execucié superior
al nivell d’atzar, el que indica que tots els grups d’animals han assolit
'aprenentatge d’aquest paradigma.

Pel que fa al test de memodria, els animals vells que van rebre I'administracio
diaria de DCS no van mostrar diferéncies significatives en I'execucio de resposta
respecte els grups d’animals adults, fet que indica una facilitacié del record o
I'expressio de la memoria d’aquesta tasca. En canvi, els animals control d’edat
avancada van presentar una execucio significativament pitjor que la dels grups
control d’'animals adults.

El fet que no es mostressin efectes de la DCS en I'adquisicié podria raure en la
naturalesa de la tasca, ja que el CPF podria participarde manera més critica en
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una tasca amb més exigencia cognitiva (Winocur& Moscovitch, 1999). A més a
més, un aspecte a tenir en compte és que en aguest experiment es van dur a
terme quatre tasques diferents en les mateixes gabies de condicionament. Tot i
que I'adquisicio de la tasca fos senzilla respecte a algunes de les anteriors, el fet
que el test fos al cap d'una setmana i en una uUnica sessi6 de 30 minuts,
juntament amb la possible interferencia de la resta de tasques dutes a terme,

podria haver afectat els resultats d’aquest test.

Els agonistes del glutamat com a potenciadors cognitius

Amb els resultats obtinguts en el present projecte aportem coneixement sobre
tractaments susceptibles de millorar en un futur la qualitat de vida dels pacients
amb disfuncié cognitiva per patologia cerebral o associada a l'envelliment. Les
dades aporten coneixement sobre l'especificitat d'aquests tractaments, els
quals no semblen generalitzables tot i afectar sistemes de neurotrasmissio
critics en funcions cognitives i amb amplia distribucié en les diferents regions

corticals.

Els principals resultats obtinguts en el cas de la S18986 mostren un efecte de
reversié dels dédicits produits per I'administraci6 d’'SCOP al CPL i per la
inactivacié del PFn per l'administracié de muscimol. Aquests efectes de
reversio ses manifesten en una reducci6 de les laténcies i els errors en la tasca
DSO, pero no en la TSPA.

Pel que fa als efectes de l'administraci6 de DCS, I'administracié pre-
entrenament intracerebral en la CPF és capac¢ de facilitar processos de
memoria de treball en animals amb déficit cognitiu com a conseguéncia del
deteriorament cognitiu associat a I'envelliment. Aixi mateix, I'administracié de
DCS ha facilitat també altres aprenentatges com per exemple el test de
memoria a llarg termini en la prova de respostes alternes, facilitant el record
dels animals vells fins a igualar-los als animals joves. Per tant, les dades
presents recolzen 'evidencia acumulada a favor de I'us dels agonistes del lloc
d'unié de la glicina (Jansen & Dannhardt, 2003) com a tractaments potencials
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per a mitigar l'alteracié de la memoria que es manifesta en I'envelliment normal

I en les malalties neurodegeneratives.

Tot i aix0, els resultats obtinguts i els de la literatura no concorden en tots els
aspectes, per tant seria convenient poder replicar alguns d’aquests experiments
aixi com afegir estudis addicionals els quals ens permetin esbrinar quin és
exactament el perfil agonista de la DCS, en quins casos pot exercir un efecte
potenciador, per a quin tipus de memoria, etcetera. Especialment important per
pel que fa als estudis relacionats amb 'ampaquina S18986 de la qual encara

en desconeixem més i es disposa de menys estudis publicats.
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V. CONCLUSIONS

1-

O-

Les infusions pre-entrenament d’S18986, un modulador positiu dels
AMPAr, al CPL faciliten I'adquisicié de la DSO al disminuir el nombre
d’errors realitzats.

L’administracié post-entrenament d’'SCOP al CPL impedeix la retencid

de la DSO en un test realitzat 24 hores despreés de la sessié d’adquisicio.

L’administraci6 d’'SCOP al CPL podria tenir un cert efecte ansiolitic,
facilitant una major distancia recorreguda en la zona central del camp

obert.

L’administracié pre-entrenament bilateral d’S18986 i/o SCOP al CPL o

muscimol al PFn, no té efecte sobre la percepcio olfactiva dels animals.

La injeccio bilateral d’ S18986 al CPL no té un efecte sobre la motricitat
dels subjectes ni sobre els seus nivells d’ansietat.

La inactivacio temporal del nucli PF, per 'administracié pre-entrenament
de muscimol, empitjora significativament la latéencia de resposta en
I'adquisicid de la tasca de DSO respecte als animals amb infusié de
S18986. A més, s’observa una tendéncia a la significacié estadistica
entre el grup muscimol i el grup CONTROL. S’han trobat efectes
moderats de la reversié dels déficits induits per 'SCOP i per muscimol
en la tasca DSO. S’observa una disminucié en les laténcies dels animals

les quals no es diferencien del grup CONTROL.

Possibles problemes metodologics impedeixen avaluar correctament els
efectes de 'S18986 sobre la memoria relacional avaluada amb la tasca
TSPA.

L’administracié pre-entrenament bilateral de DCS, un agonista parcial
dels NMDAr al CPL millora la memoria de treball en animals envellits,
donant suport a la hipotesi que la modulacio dels receptors NMDA pot
revertir alteracions cognitives associades al procés natural d’envelliment,
L’administracié pre-entrenament bilateral de DCS al CPL d’animals

adults sans no té cap efecte sobre I'execucio de tasques de MT.

10-L’envelliment dificulta la flexibilitat cognitiva mesurada en una tasca de

reversio de la resposta NMTP/DNMTP. La infusié bilateral pre-

179



Conclusions

entrenament de DCS al CPL no és capac de revertir el deficit de
flexibilitat cognitiva observat en els animals envellits.

11-Les administracions pre-entrenament bilaterals de DCS al CPL tenen un
lleuger efecte de reversio dels deficits de memoria a llarg termini,
derivats del procés I'envelliment, d’'una tasca de resposta alterna.

12- L’administracio bilateral pre-entrenament de DCS no ha facilitat ni
I'adquisicio ni el record de la tasca de memoria a curt termini avaluada

en laberinten Y.
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