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. INTRODUCCIO

L’objectiu general del present treball de recerca ha estat estudiar els efectes
del tractament de D-cicloserina (DCS), un agonista parcial dels receptors N-
Metil D-aspartat (rNMDA), sobre models animals de deficit cognitiu. De
manera especifica hem procurat esbrinar els efectes de la infusio bilateral de
DCS sobre el cortex prelimbic (CPL), una regio estretament relacionada amb
funcions cognitives, sotmetent els subjectes a I’'aprenentatge d’adquisicié i
reversid d’un protocol de discriminacio visual mitjangcant Skinner Box. Sota
aquesta premissa s’han realitzat dos blocs experimentals. El primer
consisteix en estudiar els efectes del muscimol, un agonista dels receptors
GABAa, sobre el nucli parafascicular (PF) del talem per tal d’avaluar la
influencia d’aquest nucli intralaminar en processos prefrontal-depenents i si
és el cas, establir un model animal de deficit cognitiu. Seguidament, el segon
bloc experimental, es basa en I'’estudi de la capacitat de la DCS,
administrada en el CPL, de reversid del deficit cognitiu induit per la
inactivacié temporal en del nucli PF del talem estudiat en el primer bloc.

Aquesta tesi doctoral s’emmarca dins els projectes d’investigacio titulats
“Implicacié dels sistemes de neurotransmissio colinergic i glutamatergic en
la modulacié dels processos cognitius: atencio, aprenentatge i memoria
(PSI2008-06267) i “Potenciacio de I'atencié i de la memoria en models
animals de deficit cognitiu per envelliment i lesié cerebral” (PS12011-26862) i
“Potenciacié de la memoria relacional i la memoria de treball mitjangant
estimulacié cerebral en animals amb deficit cognitiu: conducta i
neurofisiologia” (PS12014-52660-R) dirigits per la Dra. Margarita Marti
Nicolovius i la Dra. Gemma Guillazo Blanch, els quals formen part d’una de
les linies de recerca del laboratori de Psicobiologia de I'Institut de
Neurociencies de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Els treballs d’aquesta tesi doctoral es presenten com s’indica en I'index.
Primerament es realitzara una aproximacio teorica dels elements tractats fent
una recopilacié dels antecedents experimentals més rellevants. A
continuacié s’exposara el treball experimental dividit en els dos grans blocs
anteriorment esmentats, en ells es desenvolupara els apartats tipics de tot
experiment: I'objectiu, els metodes i els resultats. Finalment es presentara la
discussi6 envers I'estudi, les conclusions més clares sobre aquest i la
bibliografia citada al llarg del text.
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. PLANTEJAMENTS | OBJECTIUS

En tots i cada un dels treballs cientifics que nodreixen la literatura es
plantegen questions sobre diversos aspectes del nostre entorn que
requereixen respostes. Els motius per iniciar i mantenir aquest exercici
constant de preguntes i solucions pot venir donat per la necessitat humana
de millorar intel-lectualment, descobrir quelcom desconegut, pal-liar I'efecte
negatiu d’un problema, optimitzar recursos o satisfer demandes. El procés
es pot dur a terme de manera intima i personal, pero no és fins que s’utilitzen
les eines del métode cientific i els canals de comunicacio establerts per la
difusié de la ciéncia que no pren un veritable sentit practic. Aixi doncs,
complint amb els requisits minims proposats per la comunitat academica
podem ser particips de I'ampliacié raonada i sostenible del coneixement, al
mateix temps que garantim un bon nivell de la feina feta i la seva
transcendencia més enlla de I'individu.

El present estudi pretén aportar nou contingut al conjunt de dades
conegudes sobre les relacions anatomiques i funcionals entre el nucli
parafascicular del talem i el cortex prelimbic. Per aquest motiu, primerament
aquesta tesi recull i selecciona els treballs realitzats per investigadors arreu
del mon al llarg de decades, amb la intencié de presentar un marc teoric
com a punt de partida dels nostres objectius.

Plantejar un o varis objectius experimentals sense esbossar minimament una
cerca cientifica basada en una hipotesis esdevé una feina buida. La hipotesis
que ens ocupa en el present treball sera posada a prova mitjangant
procediments empirics especifics que poden ser considerats el guid a través
del qual la investigacié prendra forma.

“La transmissio glutamatergica al cortex prelimbic (CPL) modula els
processos d’aprenentatge i memoria, essent capacg de revertir el deficit
cognitiu induit per la inactivacio temporal de la influencia del nucli
parafascicular (PF) del talem sobre I’escorga prefrontal”

L’Experiment 1 pretén avaluar els efectes de la inactivacié temporal del nucli
PF sobre el rendiment en les tasques d’adquisicid i reversié d’un protocol
d’aprenentatge operant de discriminacié visual atencional (DVA). Aquest
experiment actua com a primera aproximacioé a la hipotesis plantejada,
doncs principalment té la finalitat d’establir un model de déficit cognitiu fiable
que s’utilitzara en el mateix context experimental de la prova final. També
d’aquesta manera impliquem I’estructura cerebral susceptible de ser clau en
el processament cognitiu de la tasca a realitzar pels subjectes. D’aquesta
manera, en aquest experiment s’avaluara I’efecte de la inactivacié temporal
del nucli PF del talem mitjantcant I’administracié de muscimol (agonista
GABAa), sobre la DVA. S’espera que l'alteracié de les aferencies talamiques
glutamatergiques al CPL, alterint la capacitat d’aquisicié de la DVA aixi com
la flexibilitat cognitiva associada a la tasca de reversid posterior.
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En un intent d’explorar el nivell de dificultat Optim de la DVA s’ha proposat
dos nivell de dificultat en funcié del temps d’exposicié al estimul visual (disc
lluminds ences). Creant aixi dues durades de I'estimul (500ms i 1000ms) que
posaran a prova les capacitats atencionals dels animals. Per altra banda, en
funcio d’un criteri d’assoliment en les fases d’entrenament de I’experiment
I’animal sera igualat en condicions al inici de la prova d’adquisicio, i en funcié
del seu rendiment en aquesta Ultima passara a la prova de reversid, en la
qual la tasca esdevé especialment dificil i implica flexibilitat cognitiva per part
del subjecte. Aixi doncs els animals distribuits en quatre grups
experimentals, basats en la durada del estimul lluminds i I'administracio de
muscimol, es sotmetran a varies fases experimentals com es descriura més
endavant.

Per una altra banda, I'Experiment 2 pretén esbrinar els efectes de la infusio
intracerebral de DCS al CPL sobre la reversio del deficit cognitiu induit per la
inactivacié temporal del nucli PF del talem, en rates. D’aquesta manera, un
cop realitzat I'Experiment 1 podem partir d’'un model animal deficit cognitiu
basat en la inactivacio temporal del PF, i es pot abordar de manera completa
la hipotesis plantejada al inici, donant resposta al plantejament general del
present treball de recerca.

Es posa a prova I’efecte terapeutic de I’administracié intracerebral de DCS
en subjectes llur capacitats cognitives foren minvades artificialment. La
tasques emprades per les proves seran les mateixes que les utilitzades en
I’Experiment 1, pero establint quatre grups experimentals basats en la
combinacié farmacologica administrada en el nucli PF (PBS o muscimol) i en
el CPL (PBS o DCS).
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lIl. MARC TEORIC | ANTECEDENTS EXPERIMENTALS

(@) Nuclis intralaminars del talem: nucli parafascicular.

1. Neuroanatomia i neuroquimica

El talem (del grec thalamos, “camera interna”) forma la part essencial dorsal
del dienceéfal. Es situa prop de la linia mitja dels dos hemisferis, en la zona
medial i caudal dels ganglis basals. El talem consta de dos Iobuls, sovint
connectats per la massa intermitja, un pont de substancia gris que travessa
el tercer ventricle (Fig.1A). Les projeccions talamocorticals es consideren
generalment com una porta d’entrada a I’escorcga, que a la vegada poden ser
modulades per les projeccions corticotalamiques. En qualsevol cas, el talem
no es limita a ser un centre de relleu de la informacié que es distribuira cap a
I’escorca, sind que integra senyals que li arriben des de fonts molt diverses.
Totes les estructures del prosencéfal que contribueixen a les funcions
cognitives reben aferencies des del talem; pero depenent de la naturalesa de
la informacio, el talem selecciona subconjunts d’estructures corticals i
subcorticals per a dur a terme les accions apropiades en cada situacio. En
consequencia, és logic que lesions talamiques discretes semblin alterar un
ventall ampli de funcions fisiologiques, afectives i cognitives (Varela et al.,
2014; Vertes et al., 2015).

El talem es subdivideix en tres tipus de nuclis: els sensorials o de relleu, els
nuclis limbics, i els nuclis que uneixen els dos dominis anteriors (Vertes et al.,
2015). Les cel-lules talamiques dels nuclis sensorials reben dos tipus
diferents d’aferencies: conductores i moduladores. Les primeres es
dirigeixen a les dendrites proximes amb botons terminals relativament grans,
i es creu que la seva funcié principal es completar el relleu de descarrega
cap a estructures postsinaptiques. Per altra banda, les aferencies de tipus
modulador es dirigeixen a dendrites distals i afecten la transmissié de les
descarregues ajustant els mecanismes cel-lulars i sinaptics propis de la
generacié de les mateixes, per tant s’encarregarien de “sintonitzar” el
missatge de relleu mitjangant les céel-lules talamiques i controlant la seva
probabilitat de transmissié (Varela, 2014).

Fora del talem sensorial, les diferencies entre les aferencies conductores i
moduladores no sén tan clares. En la divisio limbica del talem trobem
diferents tipus de nuclis: els nuclis anteriors, els de la linia mitja, la divisid
medial del nucli mediodorsal i el nucli central mitja o centromitja (CM) del
complex intralaminar (IL). Els nuclis de la linia mitja sén especialment
importants i també es poden subdividir en dorsals: nucli paraventricular i
nucli paratenial, que innerven a estructures subcorticals de tipus limbic com
la amigdala i el nucli accumbens, i els ventrals: nucli reuniens i nucli
rhomboid, els quals innerven al hipocamp i al cortex prefrontal medial
(CPFm). Per altra banda, la divisid6 medial del nucli mediodorsal, aixi com el
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CM i el complex IL presenten funcions similars a les dels nuclis de la linia
mitja (Vertes et al., 2015). Els nuclis de la linia mitja i el complex IL del talem
reben denses innervacions moduladores, i alhora es troben connectades
amb arees executives com el CPFm i els ganglis basals (Varela, 2014). De
fet, la majoria d’aquests nuclis es consideren integrants del sistema dels
ganglis basals talamocortical; perd malgrat aixo, actualment encara sén uns
grans desconeguts si es compara amb la informacié de la que disposem en
nuclis com els talamics de relleu sensorial o els mateixos ganglis basals.

Els nuclis intralaminars del talem o complex intralaminar (IL) sén un conjunt
nuclis repartits al llarg de les fibres de la lamina medul-lar interna del talem, la
qual el divideix en les seves tres regions principals: anterior, medial i lateral
(Fig. 1B). Els nuclis IL es classifiquen en rostrals i caudals, essent el grup
rostral el format pel nucli centre-medial (CM), el paracentral (PC) i el
centrolateral (CL), mentre que el grup caudal esta constituit pel nucli PF en
les rates o complex centromitja-parafascicular (CM-PF) en els primats i altres
mamifers (Smith et al., 2004). Filogeneticament, els IL rostrals representen un
grup constant de nuclis; no en canvi en els IL caudals (Groenenwegen i
Berendse, 1994). Aixi, el complex CM-PF mostra un desenvolupament
diferent segons I'especie animal. Mentre el nucli PF esta present en tots els
mamifers, el nucli CM apareix ben diferenciat més tard en I’escala evolutiva,
augmentant la seva mida de forma paral-lela al desenvolupament del nucli
putamen (Sadikot et al., 1992).

Degut a la seva conectivitat, els nuclis intralaminars tenen un paper clau en
I’arousal, actuant sobre el cortex prefrontal, la formacid reticular, el nucli
pedunculopontic, el prosencefal basal i I’hipotalem; i en I’'atencid, la
memoria, la orientacio i el comportament de recompensa, mitjancant la seva
influencia sobre el cortex prefrontal, el cortex motor primari, el globus pal-lid,
el putamen, el cortex premotor, el cortex somatosensorial primari, el nucli
caudat i I’escorga parietal posterior (Saalmann, 2014; Jang et al., 2014; Silva
Ade et al., 2014). Les evidencies de connexioé anatomic-funcionals entre els
IL i estructures cognitives/executives com el CPF ens donen una solida
perspectiva del paper del complex IL en el correcte funcionament de
comportaments basats en memoria (Mair et al., 2016), del comportament
exploratori i generacié d’ones (Gummadavelli et al., 2015) i de I'aprenentatge
predictiu a la por (Sengupta i McNally, 2014).

El nucli PF o el CM-PF és la principal font de projeccions talamiques
dirigides al nucli estriat (Galvan i Smith, 2011) i es considera un nucli talamic
d’ordre superior (high order). La caracteristica principal que distingeix
aquests nuclis talamics d’ordre superior des de primer ordre és que almenys
algunes de les seves aferencies modulatories s’originen en la capa V del
neocortex. A la vegada, aquests nuclis envien projeccions a arees corticals
varies i, per aixo, es considera que participen en la comunicacié cortico-
cortical. Dins dels nuclis d’ordre superior, els de la linia mitja i els nuclis IL
estan densament interconnectats amb arees executives (Varela, 2014).
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El nucli PF dels rosegadors consta de dues regions diferenciades per la
posicidé que ocupen respecte el fascicle retroflexus (fr) (Fig. 2): PF medial i PF
lateral. En la rata, el nucli PF limita dorsalment amb el nucli habenular lateral,
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 nucli PF acaba en punta, formant una petita extensio dins la
lamina medul-lar interna, i limita amb els nuclis CL i DM del talem.

Al nucli PF arriben aferéncies des del tronc de I'encefal i el prosencefal basal,
i aquestes son de caracter colinergic (des dels nuclis parabraquials,
tegmentals pedunculopontics, laterodorsal i subpeduncular, aixi com del
nucli basal magnocel-lular), serotoninergic (des del nucli del Rafe dorsal i la
substancia gris periaqiieductual) noradrenergic (des del Locus coeruleus)
gabaergic (des del nucli entopeduncular, el nucli reticular talamic i la
substancia negra reticular) i glutamatergic (des del col-licle superior). Alguns
estudis també han identificat cel-lules en el PF dedicades al relleu de la
informacié nocioceptiva (Wang i Guo, 2009; Gao et al., 2012; Harte et al.,
2011), i fins i tot s’ha pogut comprovar com un augment del la taxa de
descarrega d’aquestes cel-lules pot donar lloc a una isquemia miocardial
després d’un episodi d’oclusié de la artéria coronaria. El PF tindria un paper
modulador en la nociocepcid associada a la isquemia miocardica aguda
(Chen et al., 2016).

A nivell cortical, el nucli PF rep inputs de diferents regions com el CPF,
I’escorca motora i I’escorca somatosensorial primaria i secundaria (Cornwall i
Phillipson, 1988; Macchi i Bentivoglio, 1986; Molinari et al., 1985). A nivell
subcortical, el nucli PF és diana d’abundants aferencies procedents del
sistema dels ganglis basals, des del globus pal-lid ventral, el caudat-putamen
(CPU) i principalment del nucli entopeduncular, una de les vies de sortida
més importants dels ganglis basals (Groenewegen et al., 1993; Corrnwall i
Phillipson, 1988; Finkelstein et al., 1996; Parent i Parent, 2005). En gats s’han
observat inputs del globus pal-lid (GP) cap al nucli CM; i en primats,
projeccions contra laterals des del GP intern cap al complex CM-PF (Parent i
Parent, 2005; Royce et al., 1991; Sidibe et al., 1997). També hi ha estudis en
gats que descriuen aferencies del nucli PF que provenen del nucli central de
I’'amigdala (Royce et al., 1991).
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FIGURA 1. A. Esquema simplificat de dos talems aillats d’un cervell huma, i les seves
regions principals. B. Seccié coronal de talem dret d’un cervell huma i detall dels nuclis
intralaminars i el nucli centromitja (CM).

Respecte a la informacié aferent procedent del diencéfal, diversos estudis
han indentificat projeccions des del nucli reticular talamic cap nucli (Cornwall
i Phillipson, 1988; Kolmac i Mitrofanis, 1997; Royce et al., 1991; Tsumori et
al., 2002; Ullan, 1985). En rates i gats, les aferencies nucli reticular del talem
(NRT) sén ipsilaterals a diferencia dels primats, les quals es distribueixen de
forma contra lateral (Hazarati et al., 1991; 1993; 1995; Royce et al., 1991).
També s’ha demostrat I'existencia d’aferencies procedents del nucli
geniculat ventrolateral, la zona incerta, els camps de Forel i diverses regions
del I'’hipotalem, com els nuclis dorsal, lateral i posterior que envien fibres
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directament al nucli PF en rates i gats (Ahlenius, 1978; Cornwall i Phillipson,
1988; Kolmac et al., 2000; Royce et al., 1991).

Des del mesencefal s’han identificat aferencies cap al nucli PF o complex
CM-PF dels col-licles superiors, la substancia grisa periacuaductal, el
pretectum i la substancia negra reticular (SNR)(Carstens et al., 1990; Cebrian
et al., 2005; Ordres i Snow, 1981; Cornwall i Phillipson, 1988; Finkelstein et
al., 1996; Grunwerg i Krauthamer, 1992; Kobayashi i Nakamura, 2003;
Krauthamer et al., 1992; Parent et al., 1995; Tsumori et al., 2000; Tsumori et
al., 2002; Royce et al., 1991). A més, en rates i gats el nucli PF rep informacié
des de la formaci¢ reticular mesencefalica i dels nuclis cuneiformes (Krout et
al., 2002; Royce et al., 1991).

De la protuberancia, el nucli PF en rates i gats, rep projeccions des dels
nuclis dorsal lateral (LTD) de la protuberancia, del parabraquial, el peduncle
pontic tegmental (PPTg), el nuclidorsal del rafe (RD), I’area subcoeruleus i el
nuclis trigeminals (Capozzo et al., 2003; Grunwerg et al., 1992; Kobayashi i
Nakamura, 2003; Krout et al., 2002; Krout i Loewy, 2000; Marini i Tredici,
1995; Sim i Joseph, 1992; Vertes, 1991; Zhang et al., 1992). En la rata, s’han
descrit també aferencies des del nucli subpeduncular (Cornwall i Phillipson,
1988).

A nivell del bulb raquidi, el nucli vestibular envia projeccions al nucli PF de la
rata, al nucli CM del primat i al complex CM-PF del gat (Ordres i Snow, 1981;
Cornwall i Phillipson, 1988; Krout et al., 2002; Royce et al., 1991; Shiroyama
et al., 1995). Finalment, el nucli PF de la rata rep informacié des de diferents
nuclis del cerebel com el medial o fastigial, el cervical lateral i els
interpositius (Cornwall i Phillipson; 1988; Krout et al., 2002).

Anteriorment, resultava dificil identificar I'abast i la distribucié de les fibres
talamocorticals, llavors es considerava als nuclis intralaminars com un grup
de nuclis poc especifics. No obstant, nous estudis amb marcadors van
permetre I’estudi detallat sobre les eferéncies corticals dels nuclis
intralaminars del talem, trobant projeccions a la part dorsal de I’escorca
cerebral, especialment en les regions frontal i parietal. Aixi les principals
eferencies des del nucli PF sén glutamatergiques i es dirigeixen a I’escorca
prefrontal infralimbica (CIL) i prelimbica (CPL o Cg3) i parietal de forma
important, i en menor grau a I’escorca occipital, temporal i adjacents insular,
entorrinal i cingulada anterior (Quiroz-Padilla et al., 2010).

Les eferencies del nuclis intralaminars posteriors del talem (ILp), inclos el
nucli CM-PF, també arriben en gran mesura al cos estriat mitjangant
neurones multipolars de mida mitjana, que s’estructuren com vies de forma
circular (IL-ganglis basals, ganglis basals - IL)(Rodriguez-Sabate et al., 2015;
Eckert et al., 2012). Estudis en rates (Doig et al., 2014; Lacey i col., 2007;
Nanda et al., 2009) identifiquen el nucli PF com la major font d’inputs
glutamatergics dirigits a I’estriat, formant sinapsis directes amb neurones de
projeccid i sinapsis asiméetriques amb interneurones colinérgiques.
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Altres estudis, també en rates, mostren evidencies de projeccions ipsilaterals
del nucli PF cap al globus pal-lid (GP)(Yasukawa et al., 2004), i investigacions
posteriors (Kita et al., 2016) indiquen que les projeccions principals del PF es
dirigeixen al nucli subtalamic, a través del qual el PF controlaria la funcié dels
ganglis basals. El PF també projecta a la zona incerta (ZI), pero de manera
més dispersa. El CM, en canvi te una projeccié escassa al nucli subtalamic.
Smith i col-laboradors (2004) identifiquen projeccions diferenciades cap als
ganglis basals en funcio de la subregié del nucli PF: el nucli PF lateral
projecta al nucli putamen, al GP lateral i difusament al limit dorsolateral del
caudat (arees relacionades amb funcié senso-motora), i el PF medial envia
eferencies al caudat i putamen (CPu), GP ventral i en menor proporcio al
nucli accumbens, facilitat per el oxid nitric (NO)(Kraus et al., 2014), i al
tubercle olfactiu (arees associatives limbiques).

Per altra banda, el PF medial també projecta a I’amigdala (veure revisio de
Macchi i Bentivoglio, 1986) i a la formacié hipocampal (Berendse i
Groenewegen, 1991). Alguns treballs han trobat eferencies del tipus inhibitori
des del PF lateral que s’envien a la majoria dels nuclis del Rafe (menys el
nucli pal-lid del bulb), nuclis pontins, el complex trigeminal, el nucli del tracte
solitari i a I'oliva inferior (Marini et al., 1999). Finalment, també s’han trobat
eferencies del PF al estdmac i al recte, a través del nervi vague, després de
contrastar que sovint els atacs epileptics venen acompanyats d’alteracions
de les funcions gastrointestinals (Feng et al., 2016). Mitjancant
I’electroestimulacio intracraneal (EIC) sobre el nucli PF, i duent a terme un
sencill procés inmunohistoquimic per detectar I’expressié de la proteina C-
Fos en regions diana del PF també s’ha pogut reconeixer eferencies
procedents del PF dirigides al nucli reticular talamic (NRT) i al nucli genigulat
ventrolateral (NGVL) (Kolmac i Mitrofanis, 2001).
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FIGURA 2. Esquemes de quatre seccions coronals del cervell de rata amb el nucli PF indicat
en color verd.

Les projeccions contra laterals del nucli PF es dirigeixen principalment a
I’escorca cerebral, a I'estriat, al nucli subtalamic (NTS), al nucli reticualar
talamic, al globus pal-lid, al col-licle superior (CS), i al nucli entopeduncular
(Cesaro et al., 1985; Deschenes et al., 1996; Yasukawa et al., 2004).
Morfologicament, aquestes neurones sdn majoritariament multipolars i de
mida mitjana, amb un cos en forma poligonal o ovoide d’aproximadament
20-25pm de diametre, del qual emergeixen de tres a set dendrites que
poden assolir una mida 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 contra laterals, presenten un alta densitat de
varicositats i els botons terminals d’un diametre aproximat de 0,5-2um
(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 i Parent, 2005).

Els nuclis intralaminars, i els nucli PF en particular, abarquen un ampli ventall
de sistemes de neurotransmissid. En aquest sentit, s’han trobat eferéncies
d’origen colinergic al nucli PF i son varis els autors que han descrit la
naturalesa colinergica de les projeccions de la cia CM-PF-estriat (Woolf i
Butcher, 1986). Per altra banda, el glutamat és un dels neurotransmissors
més presents en les projeccions del PF. De fet, multiples estudis suggereixen
al Glu com el neurotransmissor utilitzat per practicament totes les neurones
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del PF (Mouroux et al., 1995). Entre tots els tipus d’aferencies que reben els
IL, les de tipus glutamatergic destaquen pel seu paper critic en gran varietat
de funcions. Recentment, Yasuda et al. (2017) han comprovat com
tractaments antagonistes dels receptors NMDA o soques de ratolins sense
expressio d’aquests receptors en els IL donen com a resultat simptomes
similars a I’esquizofrenia, aixi com alteracions en memoria de treball,
memoria espacial al llarg termini, atencid, impulsivitat, bloqueig de la
inhibicié del prepuls, hiperlocomocid, hiperarousal o reduccié de la potencia
de les ones alpha, beta i gamma. No obstant, aquests resultats sén deguts a
les multiples eferencies del complex IL, ja que aquests petits nuclis actuarien
com estacions de relleu, innervant en multitud d’estructures subcorticals o
corticals.

Les neurones del complex CM-PF en primats, es caracteritzen per la seva
intensa resposta als estimuls sensorials multimodals i a la naturalesa
condicional d’aquestes respostes (Yamanaka et al., 2017). Per exemple,
sons breus (click) semblen evocar una activacio fasica de les neurones CM-
PF a curtes latencies (al voltant de 25ms, neurones SLF) o en laténcies
llargues (al voltant de 230ms, neurones LLF)(Matsumoto et al., 2001;
Minamimoto i Kimura, 2002). Les neurones SLF es localitzen principalment
en el nucli PF, principal origen de les projeccions al nucli caudat i el nucli
putamen rostral, mentre que les neurones LLF es troben predominantment al
CM, I'origen principal de la projeccié talamoestriada al putamen (Matsumoto
et al., 2001; Smith et al., 2004; Glimcher i Lau, 2005; Yamanaka et al., 2017).

2. Relacions funcionals: funcions cognitives

El talem, i els nuclis intralaminars en particular, disposen de connexions
bidireccionals amb I’escor¢a cerebral, formant part del sistema reticular
ascendent i el sistema dels ganglis basals-talem-cortical. Aquests circuits
semblen tenir com a funcié basica la generacié i manteniment de I’arousal
necessari en els diferents estats de consciencia i els processos cognitius
(Langsjo et al., 2016; Varela, 2014), aixi com reaccionar activament davant
dels estimuls destacats (Schepers et al., 2017).

Diversos estudis han demostrat que el talem central, que compren també
les nuclis intralaminars posteriors, és una zona critica capag¢ d’exercir una
modulacié comportamental mitjangant les seves connexions amb I’escorcga
prefrontal i el nucli estriat en resposta a demandes cognitives (Schiff, 2016;
Mair et al., 2011). El control endogen de I’activacio del talem central en
resposta a aquestes demandes cognitives es realitzaria des de I’escorca
frontal medial (Narayanan et al., 2013; Narayanan i Laubach, 2009), essent
modulat addicionalment per I'amplia gama de sistemes d’activacié del tronc
de I’encéfal (Steriade et al., 1997). De fet, ja fa temps que es disposa
d’evidencies experimentals en animals que demostren la participacio dels
nuclis IL del talem en els estats d’alerta o arousal. En un estudi (Mancia i
Marini, 1995) d’estimulacio intracraneal (EIC) del nucli CM dels gats, es va
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observar la induccié d’estats d’arousal, comprovat pel registre d’una alta
activacio cortical, moviments oculars i espasmes mioclonics. En altres
experiments (Shirvalkar et al., 2006) es va observar que I'EIC del nucli CL de
la rata, aplicada durant ’entrenament d’una tasca de reconeixement
d’objectes, incrementava la memoria avaluada i I’expressié dels gens c-fos i
zif268 en amplies regions corticals. Els autors van suggerir que la facilitacié
de la tasca seria resultat d’un increment de ’activacio cortical generalitzada
que milloraria el processament de la informacié. En canvi, les lesions
unilaterals o bilaterals dels nuclis IL, inclos el complex CM-PF, produeixen
letargia, somnolencia i un ampli deteriorament cognitiu (Steriade, 1996). En
consequiencia, s’ha proposat que disfuncions anatomiques o funcionals de
les connexions talamocorticals, facilitarien canvis de consciencia entre el
coma I'anestesia i el son (Picchioni et al., 2014). En aquesta linia, s’ha pogut
comprovar com I’estimulacio del nucli PF millora el nivell de consciencia
després d’atacs convulsius propis de I'epilepsia (Chen et al., 2016) o en
trastorns de consciencia (Schiff et al., 2009). S’ha proposat que les neurones
del nucli PD o complex CM-PF poden influir en els processos d’activacio
cerebral mitjangant la sincronitzacio cortical d’ones theta. De fet, la
descarrega a altes freqgliencies de les neurones dels nuclis intralaminars
facilitaria la resposta de les neurones piramidals i la coherencia oscil-latoria
que permet la integracié d’informacio (Jones, 2009). De forma congruent,
altres estudis (Marini et al., 1998) van demostrar que la lesié unilateral o
bilateral amb acid ibotenic del nucli PF de la rata suprimia el ritme d’ones
theta de la neoescorga. Aixi mateix, mitjancant lesions excitotoxiques dels
nuclis IL, nucli PF inclos, rates sotmeses a tasques d’atencié sostinguda van
mostrar latencies de resposta molt prolongades quan el temps d’exposicid
de I’estimul era breu (Burk i Mair, 2001). De fet, es te constancia que tant els
nuclis IL rostrals (Cl i PC) com els posteriors (CM-PF) s’activen en periodes
de canvi atencional (Kinomura et al., 1996) i en tasques encobertes d’atencio
visual (Hulme et al., 2010; Paus et al., 1997).

Estudis en primats no-humans suggereixen també un paper del complex
CM-PF en I'orientacié atencional (Minamimoto i Kimura, 2002) i en el
processament d’estimuls de diferents modalitats sensorials conductualment
rellevants (Matsumoto et al., 2001; Minamimoto et al., 2014; Minamimoto et
al., 2005). En ratolins, la interrupcié de la via de la PF per al nucli estriat
dorsolateral condueix a una disminucié de la resposta apropiada en una
tasca de temps de reaccié (Kato et al., 2011). En rates, s’ha observat de
manera similar que una desconnexié funcional de la via PF-estriat
dorsomedial produeix un deteriorament especific en la capacitat d’alterar les
accions dirigides a objectius (Bradfield et al., 2013; Bradfield i Balleine,
2017). Altres estudis clinics han relacionat el trastorn de negligéncia talamica
amb lesions del complex CM-PF donat que aquestes lesions indueixen
perdua de 'estat de consciéncia necessari per a la realitzacié de tasques
d’orientacié visuoespecial (Watson et al., 1979, 1981).

Estudis en humans mitjancant I’'Us d’estimulacié cerebral profunda (DBS) han
permes diferenciar la funcionalitat del CM i el PF. En ambdds casos la DBS
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evidencia un paper inhibidor d’aquestes estructures sobre el processament
sensoriomotor i emocional, no obstant els efectes de la DBS sobre el CM
sén prominentment sensoriomotors/associatius, en canvi el mateix
tractament sobre el PF té efectes limbic/associatius més clars (Kim et al.,
2013). Aquest paper modulador del PF, degut a la seva estrategica situacio
com a estructura de relleu d’informacid, també pren protagonisme en estudis
en rates, en els que s’ha pogut constatar la regulacio del estatus locomotor
que exerceix aquest nucli (Barroso-Chinea et al., 2011; Alan et al., 2014). El
PF esdevé clau en el ambit motor, fins el punt en que la seva disfuncioé pot
contribuir al deteriorament de la patofisiologia del deficit motor en la malaltia
de Parkinson (Wang et al., 2016), no en va la perdua neuronal del sistema
talamo-estriatal, en el que el CM és clau, podria precedir el
desenvolupament de simptomes motor, i cognitius en aquesta malaltia
(Villalba et al., 2014). EI CM-PF també ha mostrat estar implicat en al
patofisiologia de la distonia cervical (Semenova et al., 2016) i alguns estudis
també han identificat cel-lules en el nucli PF dedicades al relleu de la
informacié nocioceptiva (Wang i Guo, 2009; Gao et al., 2012; Harte et al.,
2011; Chen et al., 2016).

Evidéncies anatomiques i fisiologiques indiquen, que també en primats, els
circuits neuronals del CM-PF son importants per I’'aprenentatge associatiu i
contextual, rebent informacié sobre els estimuls sensorials i essent
especialment sensible a esdeveniments inesperats (Saund et al., 2017).
Estudis conductuals que han investigat I’efecte de diversos tipus de lesions
(electrolitiques o quimiques) o de tractaments d’EIC del nucli PF sobre
I’aprenentatge i la memoria en varies tasques suggereixen la relacié d’aquest
nucli amb funcions cognitives (veure revisié Quiroz-Padilla et al., 2010).
D’aquesta manera, s’ha pogut comprovar com |’aprenentatge invertit en
laberint en T, el condicionament d’una resposta reflexa de fugida en laberint
en T, I'evitacio activa de dos sentits (EV2) i I'evitacio de salt queden
deteriorats en els procediments d’adquisicié i retencié a causa de les lesions
esmentades del nucli PF. Per altra banda, estudis realitzats amb lesions
inespecifiques dels nuclis intralaminars (inclos el nucli PF), mostren com els
procediments d’adquisicio i retencié queden alterats en els models de
memoria declarativa en rates com I'aparellament retardat a la posicid, el no
aparellament retardat a la posicid i el laberint radial. L’Us de lesions
especifiques amb N-metil-D-aspartat (NMDA), ha permes precisar la
participacié del PF en les funcions cognitives (Quiroz-Padilla et al., 2006 i
2007). Aixi s’ha vist que la lesié quimica del PF deteriorava I'aprenentatge i
retencid de tasques de memoria implicita com I’EV2 i la Discriminacié Simple
d’Olors (DSO); aixi com s’impedia també la memoria relacional associada a
la transmissié social de preferéncia alimentaria (TSPA). La implicacio del PF
en la memoria relacional de tipus no-espacial també s’ha estudiat,
descobrint que les lesions d’aquests nuclis dificulten la retencio de
I’associacié en una tasca de reconeixement espontani d’objectes
(Castiblanco-Pifieros et al., 2011). Sense necessitat de generar lesions,
Brown i col-laboradors (2010) arriben a comprovar com la inactivacio
temporal del nucli PF, a través d’agonistes del GABA (muscimol i baclofen),
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pot modular I'alliberacié d’acetilcolina en el nucli estriat en condicions que
exigeixen flexibilitat comportamental. Kato i col-laboradors (2011), arriben a
la mateixa conclusié. Una de les funcionalitats cognitives més interessants
del CM-PF consisteix en senyalar el contrast entre el biaix intern propi de la
pre-accidé i la demanda externa, i mediar en el procés de contrarestar-
reajustar el biaix conductual i conduir I'execucio de I’'accié oposada
(Minamimoto et al., 2014). En altres paraules, el CM-PF proporciona les
condicions cognitives-reflexives optimes per inhibir la resposta mecanitzada,
especialment quan la recompensa és baixa i el cost personal no compensa
I'esforg de I'accid. Per tant es tracta d’inhibir I'impuls del comportament
contraproduent. Parlem llavors de la essencia de la flexibilitat cognitiva, una
caracteristica critica per el bon rendiment en tasques de condicionament
instrumental, en les que "atencio i la percepcid pren especial rellevancia.
Estudis anteriors ja indicaven que el PF tot i no ser imprescindible per
I’adquisicio o I'execucié de comportaments instrumentals, juga un paper
especific en la regulacié de la flexibilitat d’accié quan les contingencies
canvien (Bradfield et al., 2013), doncs la seva activitat millora la fluidesa de
I’acetilcolina en el nucli posterior dorsomedial del estriat (pDMS). La relacio
entre el PF i el pDMS esta lateralitzada, ja que impedint I’acci6 de les
estructures d’un sol hemisferi les rates tractades rendien igual que les rates
control, en canvi les rates amb lesions de PF i pDMS contra laterals veien la
seva flexibilitat cognitiva significativament minvada i de manera similar a les
rates amb lesions bilaterals del PF i el pDMS. Aixi doncs, el control del PF
sobre el pDMS codifica el model d’aprenentatge d’errors al llarg dels assajos
i permet reduir el comportament apres en contingencies anteriors, ja
caduques (flexibilitat cognitiva). Ding et al. (2010) relaciona I'input excitador
procedent del nucli PF vers el cos estriat com la rad principal del seu paper
en canvis atencionals.

Aquesta proposta de participacioé del PF en sistemes atencionals i de
flexibilitat conductual vindria reforcada per les connexions existents entre el
CM-PF i les escorces motora i premotora i altres arees corticals relacionades
amb sistemes atencionals com el camp visual frontal, I’escorca prefrontal i
I’escorcga cingulada anterior (Sadikot i Rymar, 2009; Schepers et al., 2017). A
més a més, donat que el nucli PF rep informacio sobre els esdeveniments
ambientals a través de canals sensorials multimodals, la seva capacitat de
modulacié d’estructures critiques implicades en funcions cognitives és molt
amplia.

Les investigacions que es duen a terme amb técniques d’EIC també han
recolzat el paper del nucli PF en els processos d’aprenentatge i memoria.
L’EIC del nucli PF no només ha demostrat la participacié d’aquest nucli en la
retenciod a curt i llarg termini de tasques com les d’EV2 (Vale-Martinez et al.,
1998; Sos-Hinojosa et al., 2000), siné que també ha permes identificar un
cert caracter heterogeni entre les diferents parts anatomiques del nucli (Vale-
Martinez et al., 1998; Guillazo-Blanch et al., 1999). Finalment, 'EIC del nucli
PF també s’ha mostrat capac de revertir els efectes deteriorants de lesions
del nucli bassal magnocel-lular (NBM) sobre I’EV2; aixi, rates amb lesions
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d’aquest nucli que rebien EIC sobre el nucli PF no mostraven el déficit de
memoria esperat (Sos-Hinojosa et al., 2003).

Aixi doncs, els indicis recollits al llarg d’anys d’investigacions ens ofereixen
un esbos de les implicacions del nucli PF en diferents funcions cognitives.
S’ha suggerit que les seves relacions funcionals amb sistemes i/o
estructures clau en els processos d’atencid, aprenentatge i memoria, com el
sistema dels ganglis basals-talamocortical; aixi com el seu paper modulador
de I'arousal cortical, contribuirien de forma decisiva a explicar la seva
participacié en les esmentades funcions (Quiroz-Padilla et al., 2010).

A nivell clinic s’ha estudiat en diversos treballs I’'Us d’estimulacié cerebral
profunda (DBS) com a tractament sobre el CM-PF. En I'ambit cognitiu, la
DBS sobre el PF és capag de restaurar I'excitacio i la consciencia, les quals
sén importants en tasques en les que es troben implicades I'atencio,
I’aprenentatge i la memoria (Fernandez-Cabrera et al., 2017). En el mateix
treball es va constatar una disminucié del gen de la subunitat GIuN1 dels
rNMDA en el cingulat i ’'escorga prelimbica, perd cap canvi en la densitat de
receptors NMDA o GABA;. Per altra banda, també es plantegen estudis
d’estimulacié del CM-PF per tractar el sindrome de Tourette i I'epilepsia,
atenent a la literatura que indica la implicacio dels nuclis intralaminars en el
control motor. L’estimulacié de CM-PF redueix I'activitat dels circuits dorsals
(circuit motors, a través del CM) i ventrals (circuits limbics via PF), modulant
la transmissio de relleu del talem entre els ganglis basals i el cortex (Picillo et
al., 2017). En aquest sentit, s’ha pogut comprovar el beneficios efecte del
tractament DBS sobre el CM-PF en pacients amb sindrome de Tourette
(Testini et al., 2016a, 2016b ), i en epilepsia refractaria (Lehtiméaki et al.,
2017), pero sense efectes sobre la epilépsia resistent procedent del rar
trastorn genetic anomenat sindrome del anell 20 (Arévalo-Saenz et al. 2015).

15



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

(b) El cortex prefrontal

1. Neuroanatomia i neuroquimica

El cortex prefrontal (CPF) s’ha definit tradicionalment com la part del 1obul
frontal que rep la majoria de les projeccions del nucli mitja del talem (MD)
(Rose i Woolsey, 1948). En humans el CPF representa el 30% de tota
I’escorca del cervell i és I'area amb un desenvolupament ontogenetic i una
mielinitzacié més tardana.

Un dels majors obstacles en al investigacié de la neuroanatomia del CPF és
delimitar les regions equivalents entre les diferents especies. Aquest
problema rau principalment en la gran variabilitat anatomica que mostra
aquesta regio cortical, tant en termes de citoarquitectura com de
connectivitat neural (Fuster, 1997; Groenewegen i Uylings, 2000). El CPF es
pot dividir en quatre grans regions: la dorsolateral, I’orbitofrontal, la
ventromedial i la cingulada anterior (Fig. 3); no obstant en primats no
humans, es divideix en dues parts: 'orbitomedial i la dorsolateral (Fuster,
2000). En canvi, en rates, en el CPF es distingeixen tres regions: la lateral, la
ventral i la medial (CPFm). Aquesta Ultima també es pot subdividir en cinc
regions (de dorsal a ventral): el cortex precentral, el cortex cingulat anterior,
I’escorca prelimbica (CPL), el cortex infralimbic (CIL) i el cortex orbital medial.
El CPL és considerat I’area homologa a I’escorga prefrontal dorsolateral
d’humans i primats no humans, encarregada principalment de funcions
executives (Grafion et al. 1998; Vertes 2004).

Cortex prefrontal Cortex cingulat Cortex prefrontal Cortex
dorsolateral Cortex prefrontal anterior ventromedial orbitofrontal
\ dorsomedial \

\

Cortex ; \
orbitofrontal Cortex prefrontal
ventromedial

FIGURA 3. Esquemes anatomics simplificats del cervell huma i localitzacié de les diferents
regions del cortex prefrontal.

Les capes més superficials del CPFm de la rata es localitzen a la regido més
propera a la linia mitjana del cervell, mentre que les capes profundes es
situen de manera més lateral respecte a les primeres. Els criteris
citoarquitectonics per a la CPF que es van establir en primats contemplen
I'existéncia d’una capa |V definida com “granular”, a causa de la presencia
de cel-lules granulars, que diferencia la CPF d’altres escorces properes, que
no disposant d’aquesta capa, son considerades “agranulars”. Pero el
problema és que en rates, i en la majoria d’espécies no primats, no es troba
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aquesta capa IV granular en cap de les arees corticals que pertanyen a la
CPF (Pandya i Yeterian, 1990); aixo dificulta la recerca de I’homologia
d’aquesta regid entre especies. A més, en rates la diferenciacio entre les cinc
capes corticals restants és complicada degut al grau d’empaquetament de la
zona proxima a la linia mitjana del cervell. De fet, a la CPF de la rata es
distingeixen només quatre capes: I, II/lll, Vi VI. La capa | és la més facil de
delimitar perque no conté neurones piramidals (McCormick et al., 1985). El
cos de les neurones piramidals es localitza principalment en les capes II/1lI
(piramides petites), V (piramides grans) i VI. Les dendrites apicals de les
neurones piramidals s’estenen perpendicularment a la linia mitjana per
acabar la capa |.

Les neurones piramidals son la poblacié neuronal majoritaria a la CPF (al
voltant d’un 75-80% del total) i sén glutamatergiques. Gracies a la seva
dendrita apical, aguestes neurones tenen la capacitat de captar la informacio
que arriba a través de les diferents capes corticals i, un cop integrada,
emetre un impuls eléctric cap a les arees de projeccio. Hi ha una certa
especificitat laminar en el tipus de projeccions de la CPF: les neurones
piramidals de les capes II/Ill tendeixen a projectar cap a altres arees de
I’escorca, les de la capa VI vers al talem i algunes zones corticals, i sén
principalment les neurones piramidals de la capa V les que canalitzen el
senyal de sortida a la multitud d’estructures piramidals, trobem una altra
poblacié neuronal: les interneurones GABAeérgiques. Aquestes interneurones
inhibitories representen el 15-20% de la poblacié neuronal de I’'escorca i
estan localitzades homogéeniament en totes les capes corticals, inclosa la
capa | (Beaulieu, 1993; DeFelipe, 2002; Somogy et al., 1998). En general,
aquestes cel-lules neuronals es troben organitzades en microcircuits
multiples i repetitius que inclouen les neurones piramidals i les seves
connexions aferents i eferents. Les entrades provenen de les cel-lules
espinoses excitadores i de les interneurones GABAergiques inhibitories, les
quals estan interconnectades entre elles. Aquest reduit circuit es repeteix en
cada capa cel-lular, coordinant-se en paral-lel amb els circuits adjacents
(DeFelipe 2002).

Per altra banda, el CPF té una complexa connectivitat amb moltes
estructures corticals i subcorticals, desenvolupant aixi funcionalitat en
diversos processos cognitius, actuant com una escorga associativa que
entrellaga informacid sensorial, motora, cognitiva, emocional i autonoma
(Gabbott et al. 2005; Heidbreder i Groenewegen 2003; Vertes 2004), doncs el
CPL representa una de les majors arees de projeccid colinergica del
Prosencefal Basal (PB)(Gaykema et al. 1990; Saper 1984; Van Eden et al.
1992), i té connexions reciproques amb estructures olfactories (Berendse et
al. 1992; Datiche & Cattarelli 1996, Neafsey et al. 1986), el talem, la formacio
hippocampal, amb I"'amigdala (Carr & Sesack 1996; Gabbot et al. 2002;
McDonald 1987; McDonald 1991) i amb nuclis del tronc de I’encefal (Vertes
2004).
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Com s’ha comentat anteriorment, el CPF s’ha definit tradicionalment com la
part del Iobul frontal que rep la majoria de projeccions des del nucli MD del
talem (Fuster, 1997; Rose i Woolsey, 1948). Més recentment, s’ha demostrat
que el nucli MD del talem també projecta a altres zones forntals més
posteriors, de manera que el criteri suggerit inicialment per Rose i Woolsey
(1948) no és un criteri inequivoc per definir el CPF. Encara que si que és cert
que les connexions reciproques més importants d’aquest nucli talamic
s’estableixen amb el CPF. A més, s’han descrit nombroses connexions
reciproques i organitzades topograficament entre el CPFm i altres nuclis del
talem, com els nuclis de la linia mitja, el nucli anteromedial, el nucli
paraventricular, el nucli paratenial i els nuclis intralaminars (Hsu i Price,
2007). S’han descrit també aferéncies menys denses del nucli dorsolateral,
del nucli lateral posterior, del nucli reticular i del nucli ventromedial (Ferino et
al., 1987; Ferron et al., 1984; Groenewegen, 1988; Hurley et al., 1991; Krettek
i Price, 1977; Ray i Price, 1992; Sesack et al., 1989; Vertes, 2002).

El CPL és una de les principals regions de projeccio colinergica del
prosencefal basal (PB), especialment del nucli basal magnocel-lular (NBM) i
la branca horitzontal de la banda diagonal de broca (BDBh) (Gaykema et al.,
1990; Saper, 1984; Van Eden et al., 1992; Woolf, 1991). D’altres regions
corticals, el CPL rep projeccions principalment de I’escorga piriforme, aixi
com diversos inputs d’arees sensorials com I’escorga visual secundaria i
I’escorca retrospinal (Condé et al., 1995; Datiche i Cattarelli, 1996; Reep i
Winans, 1982; Van Eden et al., 1992). A més, al CPL també arriben inputs
d’estructures olfactories com el bulb olfactori, el nucli olfactori anterior i les
capes més superficials del tubercle olfactori (Berendse et al., 1992; Datiche i
Cattarelli, 1996; Neafsey et al., 1986). Del sistema limbic, el CPL rep
aferéncies tant de la formacié hipocampal com I’'amigdala. De la formacio
hipocampal, les projeccions deriven principalment del subiculum (SUB) i de
la regid CA1 ventral, i s6n connexions practicament unidireccionals (Carr i
Sesack, 1996; Gabbot et al., 2002; Jay i Witter, 1991; Swanson, 1981). Pel
que fa a les projeccions de I'amigdala, aquestes emergeixen principalment
de la part cabal del complex amigdali basal, i amb menor importancia, del
nucli lateral de I’amigdala (LA) i de I’escorga periamigdalina (Krettek i Price,
1977; McDonald, 1987; McDonald, 1991). D’altra banda, les projeccions cap
al CPL des del estriat s’originen en el nucli accumbens i arriben a través del
talem per una via palidotalamicacortical (Groenewegen et al., 1999; Zahm,
1999, Zahm i Brog, 1992), i respecte a les aferencies hipotalamiques, es
deriven de diferents tipus cel-lulars i arriben directament al CPL i a tot el
CPFm (Jacobson et al., 1978; Ray i Price, 1993; Saper, 1985). Finalment, el
CPL rep inputs del tronc de I'encefal, especialment dels nuclis del rafe, del
locus coeruleus i de I'area tefmental ventral, aixi com del col-licle superior, de
la substancia grisa periacuaductal, del nucli peribraquial, del nucli ambigu,
del nucli del tracte solitari, del nucli ponti, del nucli pretectal anterior i del
tegmentum mesencefalic (Floyd et al., 2000; Hurley et al., 1991; Neafsey et
al., 1986; Reep et al., 1987; Sesack et al., 1989; Van Eden i Buijs, 2000).
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Gran part de les connexions amb el talem sén reciproques, de manera que,
alhora que rep fortes aferencies del nucli MD del talem, també projecta cap
al mateix, aixi com cap a altres nuclis del talem, com els nuclis IL, els nuclis
de la linia mitjana i, encara que no d'una forma tan marcada, sobre el
anteromedial i el central medial i lateral (Vertes, 2004). Pel que fa a les
projeccions corticals, el CPL envia informacio directament a tota la CPFm, al
solc rinal, a I'escorca agranular posterior, I'escorca entorrinica i a la
perirrinica. La part més dorsal del CPL també projecta a arees
sensoriomotores de les regions frontals i parietals, i la part més ventral
projecta a |'escorca piriforme. A més, i d'una forma més moderada, el CPL
envia projeccions a |'area premotora FR2 i a les arees cinguladas cabals
(Heidbreder i Groenewegen, 2003). A part de I'escorca piriforme, el CPL
projecta sobre altres estructures olfactories com el nucli olfactori anterior
(parts medial i ventral) i el tubercle olfactori (Vertes, 2004).

Pel que fa a les estructures colinergiques, tot i que I'escorca rep fortes
projeccions procedents del PB, son poques les eferéncies que retornen de la
CPL. Tot i aixi s'han descrit projeccions, tot i que febles, sobre el septum
lateral, sobre la BDBh, sobre el nucli preoptic medial i sobre la substancia
innominata (Gaykema et al., 1991; Room et al., 1985; Sesack et al., 1989 ;
Vertes, 2004). D'altra banda, i tot i que I'escor¢a no projecta directament
sobre I'hipocamp (HPC), si que intervé d'una manera indirecta a través de
I'escorga entorrinica a través d'altres estructures diencefaliques, a més de
projectar directament sobre I'escorca parahipocampal (Carr i Sesack, 1996;
Gabbot et al., 2002; Jay i Witter, 1991; Swanson, 1981). Les connexions amb
el complex amigdali si que soén bidireccionals, i el CPL envia importants
eferencies cap al nucli central (CEA), cap al nucli basolateral (BLA), cap al
nucli basal accessori i cap al nucli lateral de I'amigdala (Hurley et al., 1991;
McDonald, 1998; McDonald et al., 1996; Vertes, 2004). Cap a l'estriat, les
principals eferencies del CPL es dirigeixen als nuclis caudat i putamen en les
seves zones medial i ventromedial, al nucli accumbens (parts core i shell) i a
la part medial del nucli subtalamic (Berendse et al., 1992; Ding et al., 2001;
Donoghue i Herkenham, 1986). També s'han trobat fibres menys denses cap
a la substancia negra pars reticulata i a zones del pal-lid. Les eferencies
sobre I'hipotalem es centren en el nucli dorsomedial, lateral, paraventricular,
nucli supramamilar, dorsal, area perifornical i al nucli posterior (Floyd et al.,
2001; Van Eden i Buijs, 2000; Vertes, 2004). Finalment, les eferéncies
principals del CPL sobre el tronc de I'encefal inclouen projeccions sobre els
nuclis del rafe, la substancia grisa periacuaductal, I'area tegmental ventral, el
nucli supralemniscal i el nucli incertus (Vertes, 2004).

La composicidé neuroquimica de el CPL és també complexa. Com s'ha
comentat anteriorment, el CPL rep la major part dels inputs colinergics dels
nuclis del PB com el NBM i de la banda diagonal de Broca, i també rep de
grups cel-lulars del tegmentum dorsolateral del tronc de I'encefal. Aixi
mateix, el CPL rep aferencies probablement glutamatergiques del neoestriat i
del nucli accumbens, a part d'inputs de diferents neurones de I'hipotalem
que contenen histamina i melanocortina. Del tronc de I'encefal, el CPL, com
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la resta de I'escorca, rep també aferencies dopaminergiques i GABAergiques
de I'area tegmental ventral, serotoninergiques dels nuclis del rafe i
noradrenergiques del locus coeruleus (Berger et al., 1991; Carr i Sesack,
2000 ; Gaykema et al., 1990; Saper, 1984; 1985; Satoh i Fibiger, 1986; Van
Eden i Buijs, 2000; Woolf, 1991).

En resum, el CPL és una regié molt complexa respecte a la seva morfologia,
a les seves connexions i a la seva composicié neuroquimica. Anatomicament
és una regié que presenta grans diferencies entre espéecies, la qual cosa
dificulta el seu estudi. El CPL estableix nombroses connexions, sent
especialment rellevants les del talem, el PB, el sistema limbic i altres regions
corticals. D'estructures subcorticals, rep importants inputs monoaminergics i
colinergics que contribueixen a la diversitat de les seves funcions. Tota
aquesta complexitat explica la seva relacié amb gran varietat de processos
cognitius com la memoria de treball, la flexibilitat conductual, o els
processos atencionals. (Fuster, 1997; 2001).

2. Relacions funcionals: funcions cognitives

Degut a la densa y variada conectivitat del CPF, aquesta estructura esta
relacionada estretament amb el funcionament de capacitats cognitives com
la memoria i funcions executives (Taules 1 i 2). Aixi doncs, s’ha pogut dur a
terme estudis de lesié del CPF que resulten deteriorar la consolidacié de la
memoria a llarg termini (Laroche et al. 2000), la memoria de treball, la
flexibilitat cognitiva, la inhibicié conductual, la deteccié de contingencies i els
processos atencionals (Brito i Brito 1990; Delatour i Gisquet-Verrier 1996;
Jinks i McGregor 1997; Killcross i Coutureau 2003; Passetti et al. 2002; 2003;
Taylor et al. 2003). En aquesta linia, la disfuncié en el CPF també provoca
trastorns neuropsiquiatrics com deficit d’atencié i hiperactivitat,
I’esquizofrénia, I'ansietat i la malaltia d’Alzheimer (Dalley et al. 2004;
Schroeter et al. 2012). També els tractaments basats en antagonistes del
dels receptors NMDA bloquegen de forma significativa la funcionalitat del
CPF, doncs es tracta d’una regi6 de transmissio principalment
glutamatergica (Roberts et al. 2010; Wang et al. 2013; Van Windergen et al.
2012; Moghaddam i Jackson 2003; Akirav i Maroun 2006; Takehara-
Nishiuchi et al. 2005). Després del descobriment que el farmac psicotropic,
fenciclidina (PCP), podria produir simptomes de tipus psicotic en subjectes
sans i exacerbacié d'aquests simptomes en pacients amb esquizofrénia, la
importancia de les deficiencies en la transmissié de NMDA per a la funcio
prefrontal i els processos cognitius va quedar palesa (Arnsten i Wang, 2016).

Al CPL se li ha atribuit un paper important en tasques que avaluen la
memoria de treball (MT)(Brito i Brito, 1990; Brito et al., 1982; Funahashi,
2017). La MT é un tipus de memoria temporal que permet mantenir activa la
informacio ja processada en la memoria a curt termini, mentre s'elabora nova
informacio rellevant de la tasca alhora que es recupera informacio de la
memoria a llarg termini. Lesions o manipulacions farmacologiques
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circumscrites a aquesta regié afecten paradigmes de resposta demorada,
com l'alternanca demorada espacial (Brito i Brito, 1990; Delatour i Gisquet-
Verrier, 1996; Kesner, 2000; Kolb, 1990; Larsen i Divac, 1978; Taylos et al.,
1999; 2003; van Haaren et al., 1985; Zahrt et al., 1997) i el no aparellament o
aparellament demorat amb la mostra o amb la posici6 (Aggleton et al., 1995;
Broersen et al., 1994 ; Chudasama i Muir, 1997; Grainon et al., 1994; Joel et
al., 1997a; Kesner, 2000; Kolb, 1990). Aixi, per exemple, s'ha vist que una
lesié a la CPL, que al principi no deteriora una tasca de no aparellament
demorat amb la posicio, si produeix déficit en la seva execucio quan
augmenta el temps de demora entre la presentacio de I'estimul i la resposta
(Delatour i Gisquet-Verrier, 2000). També s'ha vist que les lesions a la CPL
que també pot incloure I'escorcga IL o I'AC, produeixen deteriorament de la
memoria de treball de diferents paradigmes en laberints radials (Fritts et al.,
1998; Ragozzino et al., 1998; Taylor et al., 2003), i en tasques de
reconeixement d'objectes que requereixen de memoria de treball (Ragozzino
et al., 2002).

Diversos estudis han demostrat un paper rellevant del glutamat i la
modulacio dels seus receptors en la MT. Els receptors de N-metil-D-aspartat
(NMDA), especialment les subunitats NR2B, semblen jugar un paper
important en la descarrega persistent observada en el CPF durant la MT
(Monaco et al., 2015). El subtipus NR2, confereix heterogeneitat funcional al
complex receptor NMDA, dictant caracteristiques funcionals com ara el
temps d’obertura del canal, la permeabilitat al calci, temps de decaiment, i la
sensibilitat a agents farmacologics (Paoletti et al., 2013). Les subunitats
NR2A i NR2B s'expressen predominantment en el cervell postnatal amb les
dues subunitats integrals per als mecanismes de plasticitat i la maduracio
sinaptica (Monyer et al, 1994;. Sheng et al., 1994; Monaco et al., 2015). El
bloqueig de |'activitat del receptor NMDA s'ha demostrat que disminueix la
memoria de treball en diverses especies de mamifers diferents, reforgant el
paper important d'aquests receptors de glutamat. Aixi, per exemple,
I'administracio cronica de I'antagonista del receptor de NMDA MK-801
(Tsukada et al., 2005) va afectar clarament el rediment en MT en micos. De la
mateixa manera, rates tractades amb MK-801 van mostrar una disrupcié de
la MT que a més depenia de la demora aplicada; indicant que els receptors
de NMDA son necessaris per a l'inici del processament mnemonic (Aultman i
Moghaddam, 2001; Monaco et al., 2015). La induccié dels deficits cognitius
per antagonisme del receptor d'NMDA també s'ha produit de manera fiable
en subjectes humans (Hetem et al, 2000;. Krystal et al, 1994;. Malhotra et al,
1996;. Newcomer et al, 1999; Parwani et al, 2005). Donat el paper decisiu de
la memoria de treball per a processos cognitius superiors, els receptors de
NMDA del CPF semblarien imprescindibles per a diverses formes de
cognicid (Collingridge et al., 2013; Monaco et al., 2015). En general, els
tractaments basats en antagonistes dels receptors NMDA bloquegen de
forma significativa la funcionalitat del CPF doncs es tracta d’una regi6 de
transmissio principalment glutamatergica (Roberts et al. 2010; Wang et al.
2013; Van Windergen et al. 2012; Moghaddam i Jackson 2003; Akirav i
Maroun 2006; Takehara-Nishiuchi et al. 2005). Altres neurotransmissors com
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I'acetilcolina al CPL, especialment dels receptors muscarinics, també
participen en la modulacié de la memoria de treball; doncs les infusions
d'escopolamina realitzades en aquesta regio deterioren tasques d'aquest
tipus de memoria, sobretot quan s'augmenta la demora o la dificultat de la
tasca (Brito et al., 1988; Broersen et al., 1995; Chudasama et al., 2004;
Grafnon et al., 1995; Ragozzino i Kesner, 1998 ). El paper dels receptors
nicotinics ha estat menys estudiat, perd s'ha vist que el bloqueig d'aquests
receptors en el CPL deteriora la memoria de treball en una tasca espacial
d'aparellament demorat amb la mostra (Grafidn et al., 1995). Aixi mateix,
diversos treballs han demostrat la influencia dopaminergica en la CPL tant
amb lesions com amb I'administracié d'agonistes i antagonistes D1 en
tasques d'alternan¢ca demorada espacial (Arnsten, 1997; Bubser i Schmidt,
1990; Murphy et al., 1996a; 1996b; Zahrt et al., 1997), i en tasques
d'aparellament demorat amb la posicid (Broersen et al., 1994; 1995;
Seamans et al., 1998). D'altra banda, també s'ha observat una facilitacié de
la memoria de treball després d'administrar estradiol al CPL (Sinopoli et al.,
2006) i s'ha pogut observar que el deteriorament de la memoria de treball a
causa de |'edat esta relacionat a una disfuncié dopaminérgica en I'escorga
prefrontal (Mizoguchi et al., 2009).

MANIPULACIONS PREENTRENAMENT DEL CPL
PARADIGMA MANIPULACIO | TEST | RESULTATS | ESTUDI
TASQUES D’EVITACIO

Lesio electrolitica CPL Adg. 1 latencia a la reixa
electrificada

Jinks i McGregor,
1997

Lesi6 acid quinolinic
CPL + part del CPFm Adq. = Muir et al., 1996

EVITACIO PASSIVA (agonista NMDA)

SCH23390 (Antagonista

D1)/Muscimol/CNQX Adg. | Izquierdo et al.,
(Antagonista Test 24h 2007
AMPA)/APV CPFm
EVITACIO ACTIVA D’UN Ad
SENTIT 5 » a t Brito i Brito, 1990
Lesié electrolitica CPL
Adq. =
EVITACIO ACTIVA DE Adg. = Fritts et al., 1998
D ENTIT — —
0SS S Lesié electrolitica CPFm Adq. 1 evn,amons alinici Joel et al., 1997
de I'’entrenament
TASQUES DE CONDICIONAMENT CLASSIC
Adg. Tosi =‘n i Morgan et al.,
Extincio T resisencia a 1993
L - I'extincid
Lesi6 electrolitica — inhibicio
CPL+CIL Ada. condicionada Gewirtz et al.,
Extincio = 1997
Reinst. =
RESPOSTA Lesié electrolitica CPFm E);t(ljnqc:lo = Garcia et al.,2006
EMOCIONAL . ' —— Morrow et al.,
CONDICIONADA Lesio 6-0HDA CPFm Extincio f resistencia a 1999
I'extincid
Gilmartin i
Muscimol/APV CPFm Adq. ! Helmstetter.,
2010
Ifenprodil/Muscimol Extincié | Retenci6 i Laurent i
CPFm reaprenentatge Westbrook 2008
D-cycloserina CPFm Extincio 1 Gupta et al., 2013

(co-agonista glicina)
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T
CONDICIONAMENT Reqistre potencials len animals
CONTEXTUAL DE LA gistre p Extincio estressats Matsumoto 2010
POR evocats CPFm 1 Administracio i.p
DCS
CONDICIONAMENT PEL Adq. Barker i
LLOC APV CPFm Test 48h t Warburton 2008
Lesio electrolitica CPL Adq l Brito i Brito, 1990
AVERSIO o L 1 expression de c- Mickley et al.,
CONDICIONDA AL Expressio de c-Fos Extincio Fos a PL + IL 20{)5
GUST D-cicloserina CIL Extincio i Peters i Vries
2013
Takehara-
Co';a:ﬁ,'ggszanT Muscimol/APV CPFm Adq. | Nishiuchi et al.,
2005
TASQUES DE CONDICIONAMENT OPERANT
Lesi6 acid iboténic CPL Adq | sensibilitat a la Killcross i
(agonista NMDA) ' devaluacio del Coutureau, 2003
reforg
Adq. Boulougouris et
Lesi6 acid iboténic Reversal = al., 2007
CPL+CIL (agonista - Delatour i
NMDA) Adq. | execucio Gisquet-Verrier,
GABIA OPERANT depenent de la 1999
demora
Escopolamina CPL Extincio = Maruki et al.,
(antagonista muscarinic) Extin. 24h | 2003
Mecamilamina CPL Extincio Maruki et al.,
(antagonista nicotinic) Extin. 24h t 2003
Microdialisi per ACh al Extincio 1 alliberacio d’Ach  Izaki et al., 2001
CPFm
= execucio tasca
TASCA DE bimodal
CONFLICTES Muscimol CPL (agonista Adq =execucib assaigs Marquis et al.,
CONTEXTUALS (auditiu GABAa) ' congruents 2007
i visual) DE RESPOSTA | execucio6 assaigs
incongruents
TASQUES DE DISCRIMINACIO
Lesié mecanica CPL Adg. = Li Shao, 1998
Reversal !
Lesio electrolitica CPL Adg. = Brito i Brito, 1990
Lesi6 NMDA CPL Adg. Chudasama et
(agonista NMDA) Reversal al., 2001
Lesid acid quinolinic | execucié si Ragozzino et al
CPL+CIL (agonista Adq. s’inclou un 2002 v
NMDA) component de
memoria de treball
DISCRIMINACIO Adgq. =
VISUAL =
Lesi6 acid quinolinic | revers quan els Bussey et al.,
CPFm (agonista NMDA) Reversal estimuls son 1997
dificils de
discriminar
Sulpride CPL Adq _
(antagonista D2) ) Brito et al., 1989
Escopolamina CPL Adq. =
(antagonista muscarlnlc) Adg. = Grafion et l.
Bungarotoxina CPL
: R Adg. = 1995
(antagonista nicotinic)
Adqg. =
= (intra-modal)
DISCRIMINAC!(') Lesio6 acid iboténic | reversal al canvi Birrell i Brown
VISUAL, OLFACTORIAI CPL+CIL (agonista Reversal pistes olfactories a 2000 ’
DE TEXTURA NMDA) espacials i
viceversa (extra-
modal)
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DEMORADA EN

millora amb la

Adqg. =
= (intra-modal)
| reversal al
DISCRIMINACIO Bupivacaina 2% canviar de pistes .
OLFACTORIA | CPL+CIL (anestésic Fevercal °;f:;;‘;::§ § Ragoz;(')’(‘)‘g etal,
ESPACIAL local) .
viceversa (extra-
modal)
1 respostes
perseveratives
< Lesio6 acid iboténic Delatour i
vgﬁ:f_‘gggﬁg&_ CPL+CIL (agonista Adg. = Gisquet-Verrier,
NMDA) 1999
DISCRIMINACIO Escopolamina CPL+CIL Adq _ Ragozzino i
ESPACIAL (antagonista muscarinic) ) Kesner, 1998
TASQUES D’ALTERNANCA
ALTERNANCA | execucié, que

LABERINT RADIAL

LABERINTENT,EN Y | Ada. practica si la Brito i Brito, 1990
RADIAL Lesi6 electrolitica CPL demora es curt:fx
| execucio, perd
Ada. soncapagos de gy ot o1 1982
reaprendre la
tasca
Lesi6 6-OHDA CPFm Ada. ! Bubser i Schmidt,
1990
| dosi-depenent.
. Millora amb la
SKF 81297DT)L (agonista Ada. infusion de SCH  Zahrt et al., 1997
23390 (antagonista
D2)
| precisio, pero
ALTERNANGA T(Ieli? rss?cr:?éb Van Haaren et al
DEMORADA ESPACIAL Lesié electrolitica CPFm Adq. erIIonpada ales 1985 v
EN GABIA OPERANT perfiongac
condicions
experimentals
ALTERNANCA NO . .
DEMORADA EN Lesio 6-OHDA CPFm Adq. - B“bse: égghm'dt'

TASQUES ESPACIALS

NMDA)

I'introduir un minut

Adq. =
RT
| execucié inicial
en reversal intra-
I.'eSIO P?r . moda_l’ De Bruin et al.,
radiofrequiéncia | execuci6 al 1994
CPL+CIL Reversal canviar de pistes
espacials a visuals
LABERINT AQUATIC = des d'un o dos
punts de sortida
diferents
| des de 4
posicions de
- sortida diferents L
Lesio per Adg (deficit specific per Grafion i
radiofreqiiéncia CPL ' Poucet,1995
les dues noves
posicions
introduides)
Adg. | Fritts et al., 1994
Lesié electrolitica CPL Adg. = Joel et al., 1997
Reversal =
i s = Delatour i
Lesio aC'.d iboténic CPL Adq. | si la localitzacio Gisquet-Verrier,
LABERINT RADIAL (agonista NMDA) diana és variable 1996
Estratégia win-shift
Lesié acid ibotenic no demorada: Delatour i
CPL+CIL (agonista Adg. = Gisquet-Verrier,
| transitoria a 2006
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de demora

Estratégia win-shift
demorada:
= sense
impediment a
'augmentar la
demora de 5 a 30
minuts
| al'introduir un
element distractor
durant la demora

Lesi6 excitotoxica
CPL+AC

Adq.

Win-shift demorat:
1 errors inter- i
intra-fase
1 laténcia

Taylor et al., 2003

Lesi6 acid quinolinic
CPL+CIL (agonista
NMDA)

Adq.

| discriminacié
especial transitoria

| memoria de

treball espacial

Ragozzino et al.,
1998

Lidocaina 2% CPL
(anesteésic local)

Adq.

Estratégia win-shift
no demorada:

| memoria de
treball

Semans et al.,
1995

LABERINT RADIAL

Lidocaina 2% CPL
(anesteésic local)

Adq.

Estratégia win-shift
no demorada:

| execuci6 al
canviar d’un
paradigm especial
a un de cerca de
menjar

Semans et al.,
1995

Escopolamina CPL+CIL
(antagonista muscarinic)

Adq.

| dosi-dependent
Millora amb
I’'administracio
d’oxotremorina
concomitant

Ragozzino i
Kesner, 1998

SCH 23390 CPL
(antagonista D1)

Adq.

Estratégia win-shift
demorada:
| memoria de
treball dosi-
dependent

Estratégia win-shift
no demorada:

Sulpride CPL
(antagonista D2)

Adq.

Estratégia win-shift
demorada:
= memoria de
treball

Estratégia win-shift
no demorada:

Seamans et al.,
1998

Estradiol CPL

Adq.

1 memoria de
treball

Sinopoli et al.,
2006

MK-801 CPFm
(antagonista NMDA)

Adq.
Test 1h

| memoria de
treball

Rios-Valentin et
al., 2009

LABERINT EN CREU

Muscimol CPL + CIL
(agonista GABAa)

Adq.
Reversal

= canvi
d’estrategia
= reversid espacial

Rich i Shapiro,
2007

Tetracaina 2% CPL +
CIL (anestesic local)

Adq.
Reversal

Discriminaci6 de
lloc i resposta:
= adquisici6 de lloc
i resposta

= reversio intra-
modal

| reversié cross-
modal

Ragozzino et al.,
1999a

SCH 23390 CPL + CIL
(antagonista D1)

Adg. Reversal

Discriminacio
visual i resposta

Ragozzino 2002
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| reversié cross-
modal
1 respostes
persevaratives

MK-801 CPFm
(antagonista NMDA)

Reversal !

Watson i Stanton
2009

Discriminacio
visual i espacial

TASCA ESPACIAL Tetracaina 2% CPL + Adq. = adquisici6 visual Ragozzino et al.,
CHEESE-BOARD CIL (anestesic local) Reversal i espacial 1999b
| reversié cross-
modal
=des d’una
TASCA ESPAQIAL DE Lesio acid ibotenic CPL posici6 de sortida Delatour i
LOCALITZACIO D’UNA + CIL (agonista NMDA) Adq. | des de 4 Gisquet-Verrier,
CAIXA ENTRE 13 posicions de 2000
sortida

TASQUES D’APARELLAMENT | NO APARELLAMENT

| reversié d'un

NO APARELLAMENT Ad paradigma
DEMORAT AMB LA Lesié electrolitica CPFm Reve?éal d’aparellament a Joel et al., 1997b
MOSTRA un de no
aparellament
Lesio per Ad L Grafon et al.,
radiofrequiéncia CPL q- 1994
Escopolamina CPL Adg. | Brito et al., 1989
NO APARELLAMENT (antagonista muscarinic) Adg. l ~
DEMORAT AMB LA B toxina CPL Grafion et al.,
MOSTRA ungarotoxina L. Adg. = 1995
(antagonista nicotinic)
Sulpride CPL _ .
(antagonista D2) Adq. = Brito et al., 1989
Lesio per Adq L Grafon et al.,
radiofrequiéncia CPL ) 1994
DAEFI:IIA:FI{E:\-':’J:\':\AIIEBNJA Escopolamina CPL
(antagonista muscarinic) Grafon et al.
MOSTRA . ’
Bungarotoxina CPL Adg { 1995
(antagonista nicotinic)
. = . Delatour i
| sila demora és . .
variable, pero no si Gisquet-Verrier,
Lesio acid iboténic CPL Aq és fixa 1996; 2000
+ CIL (agonista NMDA) Q- =
= encara que Gisquet-Verrier et
s’augmenti la al., 2000
demora
NO APARELLAMENT Lesié NMDA CPL + CIL Ad sila Ie:ié inclou Dias i Aggleton,
DEMORAT AMB LA (agonista NMDA) Q- ! PAC 2000
POSICIO
Lesi6 NMDA CPFm Ad | precisio Aggleton et al.,
(agonista NMDA) q- 1 biaix 1995
Lesié NMDA CPL Deéficits
(agonista NMDA) dependents i no
Ad depeggrir;trsade la Chudmasa i Muir,
Escopolamina CPL Q- | precisi6 1997
(antagonista muscarinic) 1 laténcia de
resposta
| adq.
Lesi6 NMDA CPL + CIL Adgq. T pfr:/‘::;?gga Dias i Aggleton,
(agonista NMDA) Reversal d'aparellament a 2000
DIEAI\FI,I:\)FI;IIEAI'-I'AAI\AI\IIIE;‘I A no aparellament
POSICIO Escopolamina CPFm Ad | dependent de la Broersen et al.,
(antagonista muscarinic) 9 dosi i de la demora 1994
. | dependent de la
Escopolamina CPL Ada. dosi i de la demora Broersen et al.,

(antagonista muscarinic)

1 laténcia de resp.

1995
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Apomorfina CPL _
(antagonista DA) Ada. B
Apomorfina CFPm 1 Iraet:Sglsatade
(antagonista DA) Adq | freqiiéncia de Broersen et al.,
Cis-flupenthixol CPFm ' . 1994
(antagonista DA) nose-pokes dosi-
dependents
Cis-flupenthixol CPL Adq | dependent de la
(antagonista DA) ) dosi i de la demora
1 laténcia de Broersen et al.,
SCH 23390 CPL Adq resposta 1995
(antagonista D1) ' | frequéncia de
nose-pokes
TASQUES ATENCIONALS
| precisi6 inicial
1 respost_es Passetti et al.,
perseveratives
2002
i s dependent de la
Lesi6 acid iboténic CPL Adq demora
+ CIL (agonista NMDA) ' —
| precisié
1 respostes Passetti et al.,
5-CSRTT perseveratives i 2003
errors d’omissio
| precisié
Lesi6 acid quinolinic 1 latencia de
CPL + CPFm (agonista Adq. resposta Muir et al., 1996
NMDA) 1 respostes
perseveratives
| vigilancia
| precisié quan les
demandes
atencionals sé6n
Lesi6é amb 192 IgG- elevades
Saporina CPL+CIL Adq 1 respostes Dalley et al.,
(neurotoxina colinérgica ' perseveratives 2004b
selectiva) quan els EE es
presenten
imprevisiblement
1 errors
d’anticipacio
Sulpride CPL _
(antagonista D2) Ada. B
| precisié en
SCH 233.90 CPL Adq. subjectes amb
(antagonista D1) .
nivells basals alts
! p_recisié en Grafon et al.,
squectes amb 2000
nivells basals
SKF 38393 CPL Adq baixos
5-CSRTT (agonista D1) ' Els efectes es
bloquegen amb la
infusié d’'SCH
23390
1 precisié dosi-
Nlcotlna_CP'L _(agonlsta Ada. depenfjer1_t . Hahn et al., 2003
nicotinic) 1 errors d’omissio
al inici
Mlcrodlal:lgngACh i NA Ada. 1 alllbegal\(lzx) d’ACh Dalley et al., 2001
MlcrOdlaCI;TDII—PrS]r ACh al Ada. + alliberacié d’ACh Pass:éggt al.,
Lesi6 amb 192 IgG- | funcié atencional
Saporina NBM 1 alliberacié d’ACh
; . .o McGaughy et al.,
(neurotoxina colinérgica Adq. a l'inici de la tasca 2002
selectiva) + Microdialisi | alliberaci6 d’ACh
per ACh al CPFm durant la tasca
CPP CPFm ?:gt | funcié atencional Murpzr%gt al.,
. | funcié atencional
APV CPFm (antagonista Adq. Model Carli et al., 2011

NMDA)

Esquizofrénia
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| funcié atencional

CPP CPFm Adq. L Pozzi et al., 2011
1 Impulsivitat
| respostes
3-CSRTT Lesio per Adq 1 err%?gz?;?nsissié Broersen i
radiofreqiiéncia CPFm ' L Uylings, 1999
| laténcia de
resposta
| funcié atencional
Lesi6 amb 192 IgG- | activitat neuronal
Saporina NBM general
(neurotoxina colinérgica Adq. 1 activitat neural Gill et al., 2000
selectiva) + Registre quan augmenta la
electrofisiologic al CPFm demanda
atencional
TASCA VISUAL | atencio
D’ATENCIO sostinguda
SOSTINGUDA | habilitat per
detectar les
APV al PB (antagonista senyals
NMDA) + Microdialisi Adg. 1 alliberacio d’ACh  Kozak et al., 2006

per ACh al CPFm

correlacionant amb
"augment de la
demanda
atencional

CAM (tasca combinada
d’atencié i memoria)

Escopolamina CPL+AC
(antagonista muscarinic)

Fase atencional

= precisio
1 errors d’omissio
1 laténcia de
resposta
1 respostes
prematures dosi-
dependent

Fase de
memoria:
Inmediata

4"
g
16”

| precisié dosi-
dependent i
independent de la
demora
1 laténcia de
resposta

Chudasama et
al., 2004

VISUAL TIMING TASK
(atenci6 sostinguda i
inhibicié de resposta)

TASCA VISUAL
D’ATENCIO SELECTIVA

TASCA VISUAL
D’ATENCIO
SOSTINGUDA

Lesio per
radiofrequiiéncia CPFm

Adq.

| respostes
correctes
1 respostes
prematures
1 errors d’omissio

Broersen i
Uylings, 1999

Adq.

=quan les
demandes
atencionals s6n
baixes (2 estimuls)

Adq.

| atencio
sostinguda per
detectar i
reaccionar a
variacions subtils
de brillantor

Grafion et al.,
1999

TASCA DE DETECCIO
DE SENYAL

Escopolamina CPL
(antagonista muscarinic)

Adq.

| precisié quan la
senyal apareix de
forma aleatoria
= precisié quan la
senyal apareix de
forma predictiva

Williams et al.,
1999

SET-SHIFTING
ATENCIONAL

Benoxathian CPFm
(antagonista ai-
adrenérgic)

Adq.

Bloqueig de la
millora de
I'atipamezole
(antagonista auto-
recep. a2-
adrenérgic)
sistemic

Betaxodol CPFm
(antagonista B-
adrenérgic)

Adq.

No bloqueja la
millora

Lapiz i Morilak,
2006
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TASQUES MOTORES

| Conducta de

Millecamps et al.,

DOLOR NEUROPATIC DCS CPL Adq. dolor 2007
TASQUES OLFACTORIES
TRANSMISSIO‘SOCIAL Escopolamina CPL RT Inmed ! Boix-Trellis et al.,
DE PREFERENCIA (antagonista muscarinic) RT 24h l 2007
ALIMENTARIA 9
1 activitat neuronal
Registre electrofisiologic Ad durant Kublik i Sara,
CPL Q- I’aprenentatge de 2002
la tasca
DISCRIMINACIO . Villarejo-
SIMPLE D’OLORS D-cycloserine CPL (co- Ada. 1 Retencié Rodriguez et al.,
agonista glicina) Test 24h 2011
D-cycloserine CPL (co- Adq. 1 Reversio déficits Villarejo-
agonista glicina) + Lesio Test 24h dequts a la lesi6 Rodriguez et al.,
PF 9 2012
INFERENCIA ) . DeVito et al.,
TRANSITIVA Lesions CPL i CIL Adq. ! 2010

TAULA 1. Efectes de diferents manipulacions preentrenament en el cortex prelimbic sobre
I’execuci6 de diferents tasques conductuals. [6-OHDA: 6-hidroxidopamina; 5-CSRTT: tasca
de five-choice serial reaction time; 3-CSRTT: tasca de three-choice serial reaction time]

MANIPULACIONS POSTENTRENAMENT DEL CPL

\ PARADIGMA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDI
TASQUES ESPACIALS
. | retencié de - .
LABERINT EN CREU Muscimol CPL+CIL 24h lestratégia apresa  Ten i Shapiro,
(agonista GABAa) 24 hores abans 2007
TASQUES D’APARELLAMENT | NO APARELLAMENT
| deficits inicials,
NO APARELLAMENT pero recupera el
DEMORAT AMB LA nivell d’execucio
MOSTRA normal després de
Lesio per 7 dies la lesio Grafon et al.,
radiofrequiéncia CPL | encara que tingui 1994
APARELLAMENT experiencia prévia
DEMORAT AMB LA amb la tasca
MOSTRA prelesi6, mostra
déficits
TASQUES OLFACTORIES
APV CPL (antagonista 48h L Tronel i Sara,
NMDA) 2003
Timodol CPL = adm;:';g:fm 5
(antago\nls.ta B- 48h | administraci6 2h
adrenérgics)
post
32m 1
48m =
DISCRIMINACIO 64m = Tronel et al., 2004
SIMPLE D’OLORS Microdialisi per NA al 80m =
CPL 96m =
112m =
128m 1
144m =
Expressi6 de c-Fos al 15h + Tronel i Sara,
CPL ’ 2002
Escopolamina oah | Retenci6 i Carballo-Marquez
(antagonista muscarinic) reaprenentatge et al., 2008
TASQUES DE RECONEIXEMENT
. | Retenci6 i N
RECONEIXEMENT APV CPFm (antagonista 24h reconsolidacio Akirav i Maroun,
D’OBJECTES NMDA) 3h _ 2006

TAULA 2. Efectes de diferents manipulacions postentrenament en el cortex prelimbic sobre
I’execuci6 de diferents tasques conductuals.
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Amb tot, el paper del CPL en tasques de memoria de treball és controvertit,
ja que s'ha vist que augmentant la demora no sempre es produeixen deficits
importants en subjectes amb els receptors del CPL bloquejats (vegeu
Chudasama et al., 2004) . D'aquesta manera, Gisquet-Verrier i Delatour
(2006) han mostrat que les lesions de I'escor¢ga CPL-CIL només impedeixen
I'execucio de tasques demorades quan s'introdueixen canvis com la
presentacio d'elements distractors durant el periode de demora, o quan es
requereixen canvis d'estratégies. En aquest sentit, s'entén que aquests
deficits podrien ser més aviat deguts a un impediment en la flexibilitat
conductual, i no només a un deteriorament en la memoria de treball.

Aprendre a associar objectes especifics o accions amb les recompenses i
recordar les associacions sén tasques quotidianes crucial per a la nostra
adaptacio flexible al medi que ens envolta. Aquests processos cognitius
d'ordre superior depen de I'escorca prefrontal (CPF) i els circuits
frontoestriatals que connecten les arees en el lobul frontal amb el cos estriat
en els ganglis basals (Puig et al., 2014). La flexibilitat conductual es defineix
com la capacitat per trobar diferents alternatives a I'hora d'obtenir un resultat
i alternar entre diferents criteris d'actuacié que poden ser necessaris per
respondre a les demandes canviants d'una tasca o situacio (Prado et al.,
2017). Molts estudis han observat un impediment o un deteriorament quan
es demana el canvi d'una estrategia a una altra en diversos paradigmes
després de lesionar o inactivar temporalment el CPL. Aixi mateix, s'ha vist
que aquests efectes sdn menys severs o fins i tot inexistents quan el canvi
d'estratégia que es requereix s'emmarca dins d'una mateixa modalitat
sensorial (intramodal), com la reversié d'aprenentatges de discriminacié
simple olfactoris, espacials i visuals (Birrell i Brown, 2000; Boulougouris et
al., 2007; Chudasama et al., 2001; de Bruin et al., 1994; Joel et al., 19973;
Ragozzino et al, 1999a; 1999b; 2003). Tot i aix0, altres treballs amb lesié al
CPL han presentat resultats contradictoris i han observat déeficits en la
reversio d'aquests aprenentatges quan s'augmenta la dificultat de la tasca
(Bussey et al., 1997). Méndez i col-laboradors (2010), van demostrar que
subjectes amb un model especific d'encefalopatia hepatica presentaven
dificultats per realitzar un aprenentatge de reversid, probablement a causa
de la disfuncié de I'activitat neuronal en el CPF (Méndez et al., 2010). En
canvi, les lesions, els bloquejos de receptors i les inactivacions del CPL,
gairebé sempre produeixen deteriorament de |'aprenentatge quan es
requereixen canvis d'estrategies que alternen la modalitat sensorial (extra-
modal) com el canvi de pistes olfactories o visuals a espacials o textures, en
tasques com el laberint aquatic de Morris o tasques de discriminacié (Birrell i
Brown, 2000; de Bruin et al., 1994; Ragozzino et al., 1999b; Ragozzino et al.,
20083), aixi com el canvi de paradigma de no aparellament a aparellament
demorat amb la mostra, o el canvi de discriminacié de resposta a
discriminacio visual o espacial i viceversa (Dias i Aggleton, 2000; Joel et al.,
1997a; Ragozzino et al., 1999a; Ragozzino, 2002). També s'han observat
altres deficits com la disminucié en la capacitat de planificar adequadament
noves trajectories en una tasca de navegacio (Delatour i Gisquet-Verrier,
2000; Grandn i Poucet, 1995) i I'impediment d'una resposta flexible en altres
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tasques espacials i visuals (Delatour i Gisquet-Verrier, 2000; Gisquet-Verrier i
Delatour, 2006; Ragozzino et al., 1999a; Seamans et al., 1995).

A més, estudis del nostre laboratori han demostrat que el bloqueig de
receptors muscarinics del CPL afecta la tasca de transmissié social de
preferencia alimentaria, una tasca que requereix de |'expressié flexible del
record en un context de retencidé molt diferent al de I'aprenentatge (Carballo
-Marquez et al., 2009; Boix-Trelis et al., 2007; Portero-Tressera et al., 2013).
Finalment, s'ha vist que la lesid o inactivacié de I'escorga augmenta el
nombre de respostes perseverants en diverses tasques (Birrell i Brown,
2000; Dias i Aggleton, 2000; Grafién et al., 1994; Passetti et al., 2002;
Ragozzino , 2002; Ragozzino et al., 1999a; 1999b). L'error perseverant
denota un impediment a I'hora de canviar de categoria o estrategia després
d’haver rebut un feedback negatiu en I'assaig anterior, i és un déficit de
flexibilitat cognitiva lligat a la manca d'inhibicié de resposta.

D'altra banda, la flexibilitat cognitiva s'ha demostrat que és necessaria per
aprendre a realitzar accions dirigides a un objectiu concret i per planificar
estrategies per arribar-hi. En aquest context, molts estudis han constatat que
el CPL és una estructura necessaria per a la deteccié de contingencies
instrumentals d'accio-resultat, és a dir, per a la deteccid de relacions
predictives entre accions i els seus posteriors resultats, aixi com per
adaptar-se a les manipulacions d’aquestes contingencies (Balleine i
Dickinson, 1998; Killcross i Coutureau, 2003). Les lesions del CPL en ratolins
impedeixen la sensibilitat al canvi en el valor reforcant de les contingencies
accio-resultat, de manera que anul-len la capacitat per realitzar les respostes
voluntaries flexibles dirigides a un objectiu (Killcross i Coutureau, 2003).
Recentment també s'ha considerat a el CPF una regi6 clau per guiar la
conducta en situacions de conflicte de respostes, i en aquest sentit s'ha vist
en un estudi que la inactivacié del CPL amb muscimol deteriora la resposta
dels subjectes experimentals en els assajos on es presenten situacions
incongruents (Marquis et al., 2007).

La inhibicié de conductes fa referencia a la condicio d'interrupcié d'alguna
resposta o seqiiencia de conductes que anteriorment han estat apreses o
que son innates per resoldre alguna tasca o accid. En aquesta linia Hayton i
col-laboradors (2010) han estudiat els canvis sinaptics que es produeixen en
el CPFm associats a I'aprenentatge i a la inhibicié de conductes. Es va poder
observar que I'entrenament en la inhibicié augmentava de manera
significativa la contribucié dels receptors AMPA del CPL, sent aquesta
potenciacié sinaptica paral-lela a I'aprenentatge i I'extincié de les respostes
d'inhibicio. Estudis en primats han demostrat |'existéncia de neurones, en
I'escorca prefrontal, que només descarreguen en els periodes en que
I'animal s’ha de concentrar i inhibir respostes incorrectes en espera de la
resposta adequada (Goldman-Rakic, 1996; Fuster, 1997) . Lesions
especifiques del CPL produeixen deteriorament de I'evitacié passiva (Jinks i
McGregor, 1997), en la qual I'animal ha d'aprendre a no realitzar una
conducta per evitar I'aparicié de I'estimul aversiu, i dels processos d'inhibicié
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de resposta en una tasca atencional visual (Broersen i Uylings, 1999). A més,
un estudi recent (Ragozzino, 2007) d'inactivacié del CPL va mostrar deficit
en |'adquisicié d'una tasca de discriminacié quan es va requerir que el
subjecte inhibis una estrategia apresa previament. També s'ha observat que
les lesions que involucren alhora al CIL produeixen un augment dels errors
d'inhibicié en una tasca discriminatoria de go-no go (Delatour i Gisquet-
Verrier, 1999). Aixi mateix, la integritat de la CPFm és necessaria perque es
pugui dur a terme I'extincié d'un condicionament de por (Akirav i Maroun,
2007; Morgan i LeDoux, 1995; Morgan i col., 1993; Morrow et al., 1999;
Quirck et al., 2006), entenent I'extincié com un nou aprenentatge que
competeix amb el condicionament anterior. A més, un estudi de marcatge de
C-Fos va mostrar un augment en I'expressio d'aquesta proteina en les
escorces CPL-CIL durant I'extincié d'un condicionament aversiu al gust
(Mickley et al., 2005). No obstant aix0, no tots els resultats concorden, ja que
dos estudis de lesio electrolitica de les escorces CPL-CIL no van mostrar
deficits en la inhibicié de la por condicionada ni en la seva extincio (Garcia et
al., 2006; Gewirtz et al., 1997) . Pel que fa a la funcio colinergica, s'han
registrat alts nivells d'ACh al CPFm durant I'extincié d'una resposta de
prémer una palanca (Izaki et al., 2001) i s'ha observat que un bloqueig dels
receptors nicotinics en el CPFm impedeix I'adquisicié d'una resposta
d'extincié (Maruki et al., 2003). Finalment, el deteriorament en el moment
d'extingir respostes condicionades associat a anomalies en el CPFm s'ha
relacionat amb el trastorn d'estres posttraumatic en humans. Els pacients
que el pateixen no sén capacos d'extingir la resposta condicionada de por o
estres encara que ja no se'ls torni a presentar I'estimul aversiu mai més, i
s'ha observat anomalies funcionals i estructurals en les arees homologues al
CPFm de la rata en pacients amb aquest trastorn (Milad et al., 2006).

Altres estudis han implicat el CPL en els processos atencionals. La capacitat
d'atencid s'entén com I'expressié cognitiva o conductual d'un mecanisme
neural basat en |'eficacia en I'adquisicié de la nova informacio en situacions
caracteritzades per la presencia de multiples estimuls, seleccionant aquella
informacio que és rellevant i ignorant, alhora, aquella que és irrellevant
(Sarter et al., 2003; Wenk, 1997). En aquest context, sén molts els treballs
que han demostrat un paper rellevant del CPF en funcions atencionals (Birrell
i Brown, 2000; Broersen i Uylings, 1999; Bussey et al., 1997; Chudasama et
al., 2003, Dalley et al., 2004a, Dias et al., 1996; Olton et al., 1988). Més
concretament, en diversos estudis de lesié del CPL s'ha observat deficits en
la five-choice serial reaction time task (5-CSRTT), una tasca en la qual
I'animal ha de respondre davant de la presentacié aleatoria de cinc estimuls
visuals, i en altres tasques similars (Broersen i Uylings, 1999; Dalley et al.,
2004b; Muir et al., 1996; Passetti et al., 2002; 2003). En canvi, el dany en el
CPL no sembla que provoqui déficits quan la tasca requereix d'una baixa
demanda atencional, com per exemple quan es presenten dos estimuls
visuals en comptes de cinc (Grafidn et al., 1998). De manera que el CPL
estaria implicada en processos d'alta demanda atencional, en tasques de
control dels processos atencionals que requereixen atencio sostinguda i
selectiva, i no tant en tasques on I'actuacio atencional és automatica
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(Williams et al., 1999). S'ha proposat que les projeccions colinergiques del
PB cap al CPL serien, en part, responsables d'aquest paper del CPL en
I'atencid. Partint que les lesions colinergiques especifiques del PB
produeixen diferents deficits en tasques atencionals, i que el CPL rep
nombroses projeccions colinergiques d'aquest nucli (Chiba et al., 1995;
Harati et al., 2008; McGaughy et al., 1996; Turchi i Sarter, 1997), molts
treballs s'han centrat en aquestes projeccions colinergiques en I'atencid.
D'aquesta manera, s'ha observat que la lesié colinergica amb la
inmunotoxina colinergica 192 immunoglobulina G (IgG) saporina del NMB
disminueix I'activitat de les neurones del CPL durant I'execuci6 d'una tasca
d'atencié sostinguda (Gill et al., 2000) . Aixi mateix, la lesié del CPFm amb
aquesta mateixa neurotoxina deteriora certes tasques atencionals (Dalley et
al., 2004b) i altera I'atenci6 sostinguda en condicions d'alta demanda
atencional (Gill et al., 1999). A més, s'ha observat que el bloqueig amb
escopolamina dels receptors muscarinics del CPL deteriora tasques d'alta
demanda atencional, especialment quan els estimuls es presenten de
manera aleatoria (Chudasama et al., 2004; Williams et al., 1999). | també s'ha
demostrat que la infusié de nicotina al CPL augmenta la precisio de la
resposta de manera dosi-depenent en la 5-CSRT (Hahn et al., 2003). D'altra
banda, diversos estudis de microdialisi in vivo han demostrat increments
sostinguts de I'alliberament d'Ach i I'activitat neuronal en el CPFm i el nivell
de demanda atencional de la tasca (Gill et al., 2000; Sarter et al., 1996) . Tot i
aixo, s'ha vist que altres sistemes de neurotransmissié del CPL també
intervindrien en la modulacio dels processos atencionals, com el
dopaminergic (Grafion et al., 2000), el glutamatergic (Murphy et al., 2005), el
noradrenergic ( Dalley et al, 2001; Lapiz i Morilak, 2006) i, en menor mesura,
el serotoninergic (Dalley et al., 2004b).

No obstant aixo0, i encara que la majoria dels estudis sobre el CPL I'han
relacionat amb funcions executives o funcions cognitives complexes com les
que s'han esmentat, altres treballs I'han involucrat amb la modulacié de la
memoria a llarg termini. Un treball d'inactivacié amb muscimol de I'escorga
CPL-CIL mostra que, tot i que els subjectes inactivats son capacgos
d'adquirir els canvis d'estrategia en un laberint en creu, no sén capagos de
recordar, 24 hores després, quina era |'Ultima estrategia apresa i perseveren
en |'estrategia apresa abans de la inactivacié (Rich i Sapiro, 2007). Aix0 es va
interpretar com una afectacio de la consolidacié de la memoria. També
Zhang et al., (2011) van relacionar la formacié de la memoria amb la CPL al
observar que inhibint la sintesi de la proteina c-fos en les escorces CPL-CIL
es bloquejava la consolidacié de la memoria d'aprenentatges d’evitacio.

En resum, tal com s'ha exposat anteriorment, el CPL sembla estar implicat
en diversos processos cognitius i funcions executives com sén la memoria
de treball, la flexibilitat cognitiva i conductual, els processos atencionals o la
consolidacié de la memoria, que fan d'ella una de les escorces de major
complexitat funcional i una de les regions de major interes dins del propi
CPFm.
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Condicionament instrumental i CPF

La planificaci6 i execucié d’accions dirigides a objectius es pot considerar la
base del condicionament instrumental, en la que 'animal o la persona
analitza una situacié o contingencia, valora el cost de la seva activitat i la
magnitud de la recompensa, i finalment pren una decisié en forma de
resposta operant. El cortex prefrontal i I’estriat han mostrat tenir un paper
clau en aquest procés. S’ha pogut constatar mitjangcant models d’imatge per
ressonancia magnetica funcional que aquestes dues estructures (CPF lateral
i estriat) sdn sensibles al error de prediccié de la recompensa, i la seva
activitat disminuia quan la dificultat de la memoria de treball, depenent de
CPF, interferia en el aprenentatge (Collins et al., 2017). Estudis anteriors ja
havien esbossat la importancia de la relacioé del CPF i el estriat medial en el
procés de pressa de de decisions, doncs aquesta marcara la tendencia
estrategica a seguir per part del subjecte (Piray et al., 2016), i més
concretament el CPL i les seves projeccions al nucli estriat dorsomedial
posterior serien critiques en el aprenentatge dirigit a objectius que hem
esmentat (Hart i Balleine, 2016). En aquest ambit, les representacions
internes de les relacions accio-resposta sén importants per I'adaptacio
flexible del comportament motivat en entorns dinamics. Clarament el CPF
esta implicat en aquesta planificacio i execucioé dirigida a objectius.
Concretament el CPFm s’encarregaria de codificar els canvis en el nombre
d’accions requerides per obtenir la recompensa, en canvi el cortex
orbitofrontal (OFC) seria sensible a les fluctuacions de la magnitud del
resultat de I'accid, aixi doncs un subconjunt de neurones del OFC rastrejaria
la disponibilitat de resultats (Simon et al., 2015). Altres evidencies que
vinculen el CPF en aquest procés son els estudis d’estimulacioé directa
transcraneal sobre el CPF dorsolateral esquerra, un tractament que provoca
un increment en I’aleotorietat d’eleccid (Turi et al., 2016), o els estudis
d’inhibicié de la mateixa regio, provocant dificultats en la classificacio
semantica de situacions (Balconi i Canavieso, 2014).

El condicionament instrumental pot extingir-se facilment localitzant el
subjecte en un nou context o contingéncia (B) en la que les seves accions no
desemboquin als mateixos resultats. No obstant, si després de
I’aprenentatge d’extincio situem al subjecte en el context original en el que
es va establir el condicionament instrumental (A), aquest adquirira novament
la resposta condicionada amb major facilitat degut al fenomen conegut com
renovacioé (A-B-A). Doncs bé, en aquest procés també té un paper important
el CPFm dorsal i ventral (Eddy et al., 2016), concretament el CPL, el qual
després de ser inactivat per I’administracié de Baclofen i Muscimol
(agonistes GABA) es produia una atenuacié de la renovacio del aprenentatge
extingit (Trask et al., 2017). Aquest indici podria obrir possibilitats
terapeutiques en el tractament de les adiccions, evitant les recaigudes al
tornar al subjecte al entorn “real” on va adquirir el comportament operant de
tipus adictiu.
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L’aveng en tecniques d’investigacio, aixi com el fort interes en esbrinar
I'especificitat funcional de les estructures neuroanatomiques del CPFm
(Gisquet-Verrier i Delatour, 2000) han conduit els estudis recents a plantejar
la diferenciacié de les arees incloses en aquesta regio, doncs aquestes
actuen com un amplificador i/o modulador de les senyals que reben. Per
exemple, una Unica neurona del talem mediodorsal pot innervar varies arees
del CPFm al mateix temps i oferir patrons de projeccio variats. L’extensio
d’aquestes projeccions i la seva distribucié irregular podrien explicar la
heterogeneitat funcional del CPFm (Kuramoto et al. 2016). En la mateixa linia
s’ha pogut comprovar com d’una mateixa procedencia, un estimul activador
pot mostrar diferents intensitats de resposta en funcio de la profunditat de la
capa diana i la regi6é a I’estructura a la que pertanyi (Cheriyan et al. 2016).
Aixi doncs, a través d’estudis més especifics com el de Jean-Richard-Dit-
Bressel i McNally (2016) després d’analitzar I'efecte sobre el condicionament
instrumental aversiu que pot tenir I'administracié de Baclofen i Muscimol
sobre varies estructures del CPF, i malgrat que la inactivacié del CPL i el CIL
no va tenir efectes consistents, si que es va poder reafirmar el paper del OFC
alhora de guiar el comportament per evitar els castigs i el paper del cortex
agranular insular (RAIC) en el procés d’avaluacié de les eleccions i la
posterior pressa de decisions. No obstant, altres estudis si que permeten
diferenciar la funcionalitat del CPL i el CIL. El rol de les projeccions que
arriben al CPL o al CIL pot ser diferent. Es el cas de la via hipocamp ventral —
CPL, la qual fomenta I’expressio de la por, en canvi la inhibicié de la via
hipocamp ventral — CIL limita la supressié de la por (Wang et al. 2016),
aquest fenomen també esta descrit per altres investigadors i es suggereix
també que les neurones bipolars del CIL inhibeixen GABAergicamente les
neurones piramidals del CPL. Estariem parlant d’un sistema ansiogenic
modulat positivament pel CPL i les estructures relacionades, i un circuit
ansiolitic regulat per I'activitat inhibitoria del CIL (Saffari et al. 2016; Susuki et
al. 2016; Fu et al. 2016). S’ha proposat que el sistema ansiogenic del CPL
podria dependre del increment de la sintesi de oxid nitric en el CPL (Vila-
Verde et al. 2016). Taylor et al. (2016) descriu una via hipocamp ventral -
CPFm que a través de la seva recurrencia generaria potenciacio a llarg
termini en memoria espacial. Aquest suggeriment i les evidencies en els
aprenentatges de tipus emocional esmentats anteriorment ens permeten
interpretar el CPL com I'estructura encarregada de conservar i reactivar les
conductes resultat d’aprenentatges adaptatius, ignorant el procés d’extincié
i fomentant comportaments poc flexibles. En canvi, el CIL es presentaria
com una estructura predominantment inhibitoria que probablement modula
les funcions executives i de flexibilitat cognitiva, evitant les conductes
persistents i facilitant I’extincié d’aprenentatges no adaptatius. Segons
estudis recents, mitjancant condicionament instrumental aversiu, el CIL
estaria implicat en I'aprenentatge d’extincio i en la modulacié de respostes
pavlovianes i operants. La inactivacié del CIL atenuaria la resposta motora
condicionada, i la hiperactivacio del CIL promouria estrategies conductuals
de mobilitzacio i la supressié de comportament de inmovilitzacié davant
d’estimuls aversius (Halladay i Blair, 2017). Pero, cal destacar que estudis
anteriors no foren tan ferms distingint topografia funcional entre CPL i CIL.
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Mentre la majoria de treballs identifiquen el CPL com una estructura clau en
I’execucio del comportament dirigit a objectius, i el CIL com un agent
controlador que suprimeix el comportament en favor de la flexibilitat
cognitiva, Moorman i Aston-Jones (2015) defensen que ambdues estructures
codifiquen I'inici del comportament (recerca de recompensa) i la extincio
d’aquest indistintament i que seria el context el element que donaria valor al
esfor¢ Optim a emprar en cada resposta.

Les estructures CPL i CIL no només mostren ser diferents I’'una de I’altre en
termes funcionals. A través d’altres estudis s’ha pogut veure les seves
predominancies de innervacio glutamaterica: CPL-Acumbens Core (centre) i
CIL-Acumbens Shell (enbolcall) (Quiroz et al. 2016), aixi com la seva resposta
modulada per estimuls interns, com el cicle d’estrogens sobre el CPL
(Ferreira et al. 2016), o la reactivitat plastica a estimuls externs: optim
funcionament de CPL en aprenentatge d’extincid en rates criades en parelles
(Smith 2016), retraccio dendritica en CIL degut a estres agut (Moench et al.
2016) o reduccio de la densitat dendritica en CIL degut a una dieta alta en
greixos (Dingess et al. 2016). Aquests i altres indicis podrien donar sentit a la
relacio del CPFm, en general, i el CIL, en particular, amb la conducta de
ingesta no homeostatica, la recerca de recompensa i la transferencia de
condicionament classic a operant (Selleck i Baldo, 2017; Warthen et al.,
2016; Keistler et al., 2015).

Finalment també cal destacar que I’estat basal dels animals d’investigacio
també provoca diferencies en els resultats dels tractaments provats. En el
estudi de Mehdipour et al. (2016), I'activacié experimental del CPL només
millorava I’aprenentatge en rates amb historial d’addiccid, no aixi en els
subjectes sans.
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(c) Modulacio dels receptors NMDA i processos d’aprenentatge i
memoria: la D-cicloserina

En la llarga trajectoria global d’investigacio en el camp de les neurociencies
s’han dirigit molts i variats esforcos per entendre millor el funcionament dels
deficits cognitius derivats de malalties neurodegeneratives, traumes o
envelliment; i en aquesta linia, la literatura al respecte de nous i prometedors
metodes terapeutics ha pres un protagonisme necessari. La societat actual,
aixi com el panorama sanitari immediatament proxim ens indiquen que la
poblacié mundial gaudeix i gaudira d’una esperanca de vida prou llarga com
per canviar drasticament la demografia de practicament tots els paisos. Aixi
doncs es preveu un notable augment del nombre de ciutadans/es en etapa
de senectut, i s’espera que la prevalenca de malalties associades a aquest
envelliment augmenti de manera paral-lela (Mendiola-Precoma et al. 2016;
Van Cauwenberghe et al., 2015). Llavors la urgencia sanitaria estrategica
davant d’aquest panorama es basa en la prevencié o pal-liacié dels
simptomes, aixi com la millora en la qualitat de vida de la poblacié sana o
afectada per algun dels trastorns cognitius esmentats.

Revisant les Ultimes publicacions ens podem adonar de la gran quantitat
d’enfocaments diferents alhora de proposar noves estrategies
terapeutiques. Per una banda, es proven compostos neuroprotectors com
I’Etidronate en models animals de demeéncia vascular per provar I'efecte
beneficiés d’aquest farmac sobre la Potenciacié a llarg Termini (PLT),
I'estres oxidatiu, la transmissié sinaptica i I'apoptosi, aportant millores en
aprenentatge i memoria (Li et al., 2016); les progestines i el seu prometedor
efecte antiinflamatori (Giatti et al., 2016); la optimitzacié de la funcio
mitocondrial en les neurones mitjancant el Piracetam (Stockburger et al.,
2016); I'ts de inhibidors de I'activitat PERK per evitar I'acumulacioé de
plaques senils entre les neurones (Rozpedek et al., 2016); I’eficacia de
incrementadors de la densitat sinaptica com el MMFS-01 (component que
conté L-TAMS, el qual augmenta els nivells de magnesi en el liquid
cefaloraquidi) per tractar deficiencia cognitiva associada a I’edat (Liu et al.,
2016; Li et al., 2014; Slutsky et al., 2010); aixi com dues aproximacions molt
interessants analitzant derivats d’herbes presents en la natura: I’acid asiatic
(procedent de la Centella asiatica) amb significatius efectes sobre la
memoria de treball i la capacitat de discriminar objectes en rates,
probablement degut al augment dels nivells de proteines doblecortina i
Notch 1 al hipocamp i els seus comprovats efectes neuroprotectors en
cultius cel-lulars gracies a les seves propietats antioxidants (Sirichoat et al.,
2015); o per altra banda la Calotropis procera (procedent del latex sec),
capag de revertir els efectes amnesics de I’escopolamina o el shock
electroconvulsiu en rates., fins aconseguir reduccions del nivell
d’acetilcolinesterasa i beta amiloide 1-42 i augments en els nivells de
dopamina i en els resultats d’evitacié passiva i laberint de Morris (Malabade i
Taranalli, 2015).
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Una altra aproximacio interessant per millorar I’eficacia dels efectes positius
dels tractaments consisteix en combinar I"administracié d’aquests o
emparellarlos amb terapies cognitiu conductuals, explorant aixi la possibilitat
d’esbrinar sinergies terapeutiques. Es el cas dels estudis amb ratolins
transgénics de Kim et al. (2016), que tot i no trobar evidencies de sinergies,
explora I'is combinat d’un quimic reductor d’amiloide i el Donepezil, un
inhibidor de I'acetilcolinesterasa (potenciador cognitiu), o el cas dels estudis
de Sartori et al. (2016) que després de comprovar I’efecte combinat de varis
farmacs han pogut descobrir que la I'administracié de D-cicloserina (DCS)
post-extincid i de Neuropeptid S pre-extincié permet mantenir I’aprenentatge
d’extincié durant més temps, s’evita la reinstauracio de la por, permetent aixi
sessions d’exposicid menys aversives i més eficaces. També resulta
interessant afrontar els desequilibris propis de la malaltia de manera directa,
com suggereix Jha et al. (2016), en els que es planteja dirigir els esforgos
terapeutics en restablir els nivells de neurotransmissors i neuromoduladors
que han quedat alterats per culpa de les toxines beta amiloides i els nivells
de proteina TAU.

Un altre interessant plantejament és el que ofereixen els estudis dedicats a
comprovar I'efecte de farmacs inicialment dissenyats com a terapies per a
altres trastorns. Per exemple, el Hypericum Perforatum, un tractament indicat
per tractar la depressio, té efectes positius en la memoria de referencia i de
treball em animals sans o estressats (Ben-Eliezer i Yechian, 2016), o I'efecte
neuroprotector en el hipocamp que els pacients amb transtorn bipolar
experimenten amb el tractament amb liti (Quartini et al., 2016). Altres
farmacs, com el metilfenidat (indicat per TDAH), tot i tenir efectes directes
sobre 'atencid, un procés cognitiu clau per I’aprenentatge, es veu afectat per
masses factors aliens al farmac com per ser considerats possibles
potenciadors cognitius (Chu et al., 2016).

Sense cap mena de dubte, un dels enfocaments més interesants en la
recerca de aproximacions terapéeutiques és la que duen a terme els equips
de cientifics que exploren els beneficis terapéutics de certs compostos
continguts en productes alimentaris. D’aquesta manera es pot dissenyar
tractaments menys aversius i més economics que facilment poden
complementar els efectes d’una terapia farmacologica convencional o un
tractament cognitiu conductual. En aquesta linia s’ha pogut contrastar el
beneficids efecte de la curcumina, el compost més important de la circuma,
I es presenta con un interessant reductor de plaques beta amiloide, un
potenciador cognitiu, un antioxidant, un anticancer, un antiinflamatori i un
tractament contra I’Alzheimer i el Parkinson (McClure et al., 2017; Khatri &
Juvekar, 2016; Akinyemi et al. 2017). També s’ha constatat el potencial
terapeutic de extractes de diferents fruits (Kang et al., 2017; Uddin et al.
2016; Mansouri et al., 2016), del B-glucan (Haider et al., 2016) i el gingseng
(Tan et al., 2015). No obstant no s’han trobat efectes tan contundents en la
cafeina (Heilbronner et al., 2015; Cappelletti et al., 2015), la vitamina B,,
(Kwok et al., 2016) o el Omega3 (Kndchel et al., 2015).

38



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

Noves terapies poden sorgir després de replantejaments en la metodologia
de investigacio. Es el cas de la proposta de Gyertyan (2017) que després de
criticar la validesa interna i externa dels estudis d’investigacié basicai la
poca eficacia dels farmacs clinics en els darrers anys, engresca a dirigir els
futurs esforgos en reproduir models animals de déficit cognitiu més
especifics per tal de fer-los més equivalents als dels humans i aixi tractar
cada funcioé cognitiva de manera més clara, alhora que proposa estudiar els
patrons dels estudis anteriors. Previament Kim et al. (2015) ja varen testar
proves de rendiment per humans per avaluar I’atencio en diferents trastorns
adaptades a rosegadors. Les proves eren tan sensibles que la tasca
mostrava diferencies significatives en funcié de la soca genetica dels
subjectes. També en humans es fan esforcos en plantejar millores en la
metodologia, com és el cas de Hofmann et al. (2015) que consideren que la
manera d’obtenir millor eficacia de I’'administracié de DCS en una terapia
d’exposicié per eliminar la por s’ha de dissenyar un algoritme personalitzat
de I’'Gs del farmac per a cada pacient, doncs I’efectivitat final depen molt de
I’exit obtingut en les sessions d’exposicié anteriors.

Finalment, altres estrategies terapeutiques proposades recentment
consisteixen en restablir els nivells optims de neurotransmissors per tal
pal-liar els efectes de les malalties neurodegeneratives. En aquest sentit,
s’han plantejat tractaments colinergics (Shang et al., 2016; Stoiljkovic et al.,
2016), dopaminergics (Colzato et al., 2016) i glutaminergics (Buschler &
Manahan-Vaughan, 2016; Yan et al., 2015; Datusalia i Sharma, 2016), entre
d’altres.

1. Estructura de receptors NMDA

El glutamat (Glu), és el principal neurotransmissor excitatori de I’encéfal i la
medul-la espinal (sistema nervids central), i juntament amb el
neurotransmissor GABA és un dels primers en desenvolupar-se al llarg de
filogenesis de les especies. En el cervell, el glutamat s’acopla i actua sobre
varis transportadors i receptors localitzats en les membranes neuronals
(Traynelis et al., 2010), i també en cel-lules glials (Parpura i Verkhratsky,
2013). Existeixen quatre tipus de receptors glutamatergics, tres dels quals
son ionotropics: els receptors NMDA, que descriurem més endavant; els
receptors AMPA, son els més comuns i tenen un perfil excitador postsinaptic
al controlar un canal de sodi; i els receptors kainat, amb una acci6 similar als
receptors AMPA. Per altra banda, també existeixen un quart grup de
receptors, els receptors metabotropics glutamatergics (mGlu), el qual esta
format per fins a set tipus diferents, alguns d’ells de tipus presinaptic
(Traylenis et al., 2010; Paoletti et al., 2013).

Els receptors esmentats, al mostrar generalment papers clau en la modulacio

positiva de I’'activitat de les estructures on es troben implicats, i tenint tanta
preséncia en el SNC, podem inferir que també prenen un rol molt valuds en
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el correcte funcionament de les capacitats cognitives i conductuals dels
subjectes, ja sigui mitjancant I’enfortiment de sinapsis, la sinergia amb altres
neurotransmissors o creant un entorn favorable per la correcta consecucio
de les oscil-lacions cerebrals esperades. Aixi doncs, els investigadors han
posat a prova la relacié de cada un d’aquests receptors glutamatergics amb
diferents ambits cognitius, i la manera experimental de dur a terme aquestes
aproximacions sovint consisteix en reforgar o dificultar I'activitat optima
d’aquests receptors. D’aquesta manera, I'administracio de moduladors
al-lostéerics per als diferents receptors o I'administracié d’altres farmacs,
alguns amb potencial terapeutic, ens permeten esbossar la finalitat de cada
un d’aquests receptors (Fallon et al., 2007), o fins i tot esbrinar si aquesta pot
canviar en funcio6 de la seva distribucié en el cervell.

Els receptors AMPA mostren una clara relacié amb funcions cognitives, com
és el cas del seu paper en el nucli accumbens durant la maduracio de les
sinapsis que permeten 'associacié farmac-context en un experiment amb
administracié de cocaina (Shukla et al., 2017), o actuant co-activament amb
els receptors NMDA en les neurones dopaminergiques per tal d’augmentar la
freqlencia final de dispar (Zakharov et al., 2016). Pel que fa a la cognicié, els
receptors AMPA juguen un paper important en la conservacio dels records
espacials quan es troben al hipocamp, i en el bloqueig de la recuperacié
espontania de la por després de I'aprenentatge d’extincié quan es troben en
I’escorca infralimbica (Migues et al., 2016), també ha quedat demostrat en
varies ocasions que els moduladors al-losterics positius dels receptors
AMPA poden facilitar la potenciacié a llarg termini (PLT) i la depressio a llarg
termini (DLT) en funcio de I'area del encefal estudiada (van Beugen et al.,
2014), actuar com a possibles tractaments com a potenciadors cognitius
(Bretin et al., 2015; Partin, 2015), o fins i tot mostrar un perfil antidepressiu i
ansiolitic (Andreasen et al. 2015; Zanos et al. 2016, Kiselycznyk et al. 2015).

Els receptors kainat aporten una funcio facilitadora a multiples nivells de
I’escorca, especialment en escorca entorrinal, la qual té un paper important
en la formacié d’oscilacions cerebrals (Chamberlian et al., 2012).

Els receptors metabotropics del Glutamat sdén molt diversos i amb perfils
funcionals molt amplis, i la seva distribucio, en les diferents regions, aixi com
la seva localitzacié postsinaptica o presinaptica determinen la naturalesa de
la seva activitat o la seva interaccié amb I’activitat d’altres receptors. Els
receptors mGlu1 estan implicats en 'augment d’excitabilitat cel-lular,
modulant la neurotransmissio sinaptica, i els estudis amb la intencid
d’esbrinar el potencial terapeutic mostren que els antagonistes dels
receptors mGlu1 poden actuar com a ansiolitics i antidepressius i els
moduladors al-losterics positius (MAPS) es proposen com a prometedors
tractaments contra els simptomes cognitius de I’esquizofrenia (Lesage i
Steckler, 2010), Els bloguejadors dels receptors mGlu1 també poden ser un
bon tractament per millorar la memoria social afectada en els models animals
d’esquizofrenia induits per I'administracié de MK-801 (antagonista no
competitiu dels receptors NMDA) (Hikichi et al., 2013), mentre que
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I’estimulacié dels receptors mGlui pot actuar com a tractament
anticonvulsiu sobre el talem i el cortex (D’Amore et al., 2015). Per altra
banda, els receptors mGlu2 i mGlu3, que sovint es consideren un grup de
receptors (grup ll), estan implicats en la formacié d’aprenentatge per
depressio a llarg termini (DLT), especialment en les interneurones
colinergiques de la via talem-cortical (Johnson et al., 2017), també la seva
estimulacié s’esbossa com una potencial aproximacio terapéutica per
revertir els déficits cognitius associats a la esquizofrenia (Copeland et al.,
2015; Hikichi et al., 2013; Marek, 2010). El grup Il és susceptible d’interactuar
amb l'activitat de la serotonina en el cortex prefrontal, influenciant sobre la
funcioé cognitiva i la psicosis (Wischhof i Koch, 2016). En canvi, estudis més
especifics d’aquests receptor ens permeten reconeixer el poder
antidepressiu dels antagonistes dels receptors mGlu2 (Millan et al., 2016) i el
gran protagonisme dels receptors mGlu3 com els majors reguladors de
I'activitat en cortex prefrontal (funcié executiva i cognicid) (Walker et al.,
2015). Per altra banda, les arees terapeutiques que proporcionen la
manipulacié dels receptors mGlu5 son I'esquizofrenia (reconeixement
d’objectes nous i interaccions socials), la demeéncia, I'epilepsia, les
convulsions en talem i cortex, la cognicid, ’abus de drogues, la depressio i el
sindrome de fragil X (Lindsey i Stauffer, 2013; Wieronska et al., 2015; Ellard
et al., 2015; D’Amore et al., 2015; Millan et al. 2016; D’Amore et al., 2014;
Horio et al., 2013; Stefani i Moghaddam, 2010; Homayoun i Moghaddam,
2010; Vales et al., 2010), també mostren capacitat per activar les cascades
senyalitzadores ERK i mTOR i la fosforilacié sostinguda de p70s6 kinasa per
tal de generar PLT (potenciacio a llarg termini) (Hullinger et al., 2015); mentre
que en tasques més complexes els MAPs de mGlu5 no sén capagos de
pal-liar els efectes de deficit cognitiu induit per I'administracié de MK-801
(Lins i Howland, 2016) i el seu efecte pot veure’s afectat pel tipus de
antagonista NMDA usat en el experiment (Gastambide et al., 2013).
Finalment, el receptor mGlu7, que és el receptor presinaptic autoreceptor
més estes, mostra la major conservacié evolutiva i regula I'alliberacié de L-
glutamat i GABA, en funcié del tipus de neurona en la que es trobi situat, per
tal de preservar la funcionalitat normal del SNC i té un paper important en
I'ansietat, I'aprenentatge d’extincié de la por, I'aprenentatge aversiu, la
memoria espacial i la resposta hormonal al estres (O’Connor et al., 2010); la
seva modulacié negativa altera els resultats cognitius espacials i no
espacials (Johansson et al., 2015; Hikichi et al., 2010), i els seus agonistes
tenen un potencial perfil terapeutic contra la depressié (Millan et al. 2016).

Els receptors NMDA (rNMDA) han mostrat tenir varis papers importantissims
en ambits de tipus cognitiu, doncs la seva activacié resulta un poderds
precursor de la potenciacié a llarg termini (PLT), com va comprovar
Collingridege et al. (1983Db) a les sinapsis de les neurones piramidals de CA3 i
CA1 de I’'hipocamp. L’entrada de calci que succeeix després de 'activacio
dels rNMDA inicia la fosforilacioé de la kinasa depenen de calmodulina
(CaMK) i de la proteina a la que s’uneix el element de resposta al AMP ciclic
(CREB), i estimula la regulacio a la baixa de la transcripcio genica, requerida
en la PLT; i la senyalitzacié del calci també regula la depressio a llarg termini
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(DLT) (Miyamoto, 2006; Feldman, 2012). L’activacié dels rNMDA hauria de
millorar la cognicid, i aixi és sota certes circumstancies (Tang et al., 1999),
pero aixo suposaria un error de generalitzacio. Cal tenir en compte que una
activacio excessiva dels rNMDA pot comportar consegliencies negatives,
llavors es tracta d’una “activacié patologica”. Estudis com els de Parsons et
al. (2007) hipotetitzen que una sobre-activacié dels rNMDA pot portar als
deficits cognitius propis de la mort neuronal, i fins i tot poden esdevindré una
causa per la simptomatologia de la malaltia d’Alzheimer. D’aquesta manera,
I’activacié sostenible d’aquests receptors es converteix en el objectiu de les
terapies, és a dir, perseguir I’estimulacié optima, “activacié fisiologica”, i
evitar una activacio aberrant. Aixi doncs una correcta estimulacié dels
receptors NMDA proporciona un bon funcionament de la memoria de
reconeixement i respostes conductuals adaptatives a les situacions d’estres
(Trevlopoulou et al., 2016), memoria de treball natural (Scheidegger et al.,
2016), i en general un bon estat neuro-socio-cognitiu (Sasaki et al., 2015;
Hardingham i Do, 2016). No obstant, tornant a la malaltia d’Alzheimer, Lin et
al. (2014) recullen varies evidéncies a favor de la hipotesis que aquesta
malaltia i altres demencies de tipus senil que cursen amb perdua de memoria
i declivi cognitiu i motor estan estretament relacionades amb la reduccié de
la PTL depenent de rINMDA en el hipocamp, la disminucié en I’expressié de
la subunitat NR1 dels rNMDA al hipocamp ventral i les escorces entorrinal i
postrinal, la disminucio en I'expressio de la subunitat NRA2 en la regid
parahipocampal i la disminucié de la densitat de rINMDA. Aixi doncs, els
pacients de Alzheimer mostren nivells baixos de Glu en el liquid cefaloraquidi
i el teixit cerebral mortem, un menor nombre de terminacions de Glu al
hipocamp, baixos nivells de D-serina (agonista endogen dels rNMDA) i
baixos nivells de MK-801 (antagonista dels rNMDA). Probablement per
aquest motiu, la veracitat de la hipotesis que relaciona el déficit cognitiu amb
la hipofuncié dels rNMDA pot veures compromesa, doncs també s’ha
remarcat que els antagonistes NMDA proposats com a farmacs
neuroprotectors han resultat fracassar (Lin, et al., 2014).

Els receptors NMDA sén heterotetramers, aixo significa que estan formats
per quatre subunitats. Aquestes poden ser GluN1, amb fins a 8 possibles
variacions sorgides de les combinacions en la transcripcié d’un sol gen;
GIuN2, de tipus A a D; i GIuN3, amb dos possibles variacions A i B. Cada
subunitat GluN esta composta de 4 dominis: un domini amino-terminal
implicat en I’associacio de subunitats, el domini d’acoplament dels agonistes
format per dos segments (S1 i S2), un domini transmembrana format per tres
helix M1, M3 i M4 i una hairpina M2 que formen el porus selectiu d’ions, i el
domini citoplasmatic carboxi-terminal implicat en les interaccions proteina-
proteina que determinen el transit (focalitzacié de membranes, difusio lateral,
estabilitzacio i reciclatge)(Mothet et al., 2015). Aixo0 suposa que hi ha un gran
nombre de rNMDA amb configuracions diferents, amb propietats
distinguides i situats a parts diferents del cervell al llarg dels diferents estadis
del desenvolupament (Molnar, 2008). En ells s’Uneix el L- glutamat, pero
també dos aminoacids neutres endogens, la glicina i la D-serina, i la
presencia de un o I’altre conjuntament al glutamat és necessaria per
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I'activacié del rINMDA. Per una banda, els llocs d’unié de la glicina es troben
a les subunitats GIuN1 i a GIuN3, mentre el lloc d’unié del glutamat sempre
és a la subunitat GIUN2. Per tant, cal que totes les subunitats estiguin
activades per generar el correcte funcionament del receptor (Fig.4). Zhou i
Wollmuth (2017) proposen diferents aproximacions d’investigacié alhora
d’estudiar les subunitats dels receptors NMDA, ja que la composicio i
energetica de cada un poden aportar patrons d’activacié diferents.
D’aquesta manera una subunitat concreta pot estar intimament relacionada
amb un o varis aspectes conductuals per sobre dels altres, com es el cas de
la subunitat GIuN2, la qual es clau en cognicid, percepcio i esquizofrenia
(Sapkota et al. 2016), o veure’s afectada de manera especifica per les
circumstancies externes, com es el cas de la privacié del son que regula a la
baixa les subunitats GIuN1 i GIuUN2B, pero no ho fa sobre la GIUN2A,
desembocant en un deteriorament de la cognicié espacial (Xie et al., 2016).

Per altra banda, cal tenir en compte que el canal dels receptors NMDA es
bloqueja facilment pels cations de magnesi (Mg?*), fins i tot a concentracions
baixes (Ault et al. 1980). Una despolaritzacié prou gran redueix aquest
bloqueig i llavors la participacio dels rNMDA en la resposta postsinaptica
pren rellevancia (Collingridge et al., 1988). Aquesta despolaritzacié minima
pren el nom de despolaritzacié de Hebb o Hebbiana, i és la precursora de la
plasticitat sinaptica posterior perque assegura que el canal del rINMDA
esdevingui permeable als cations de calci (Ca*).
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FIGURA 4. Esquema simplificat de receptor NMDA amb els seus agonistes principals i
bloquejadors del canal de calci.
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2. rNMDA i plasticitat sinaptica

Els receptors NMDA tenen un paper critic en els processos cognitius, doncs
la seva activacioé esdevé un precursor de la potenciacio a llarg termini
(PLT)(Collingridge et al. 1983a; Rebola et al. 2010). Per altra banda, també
resulta rellevant destacar que, en les rates, la disminucié del nombre
d’aquests receptors en el cervell durant ’envelliment pot explicar alguns dels
deficits cognitius associats a I’edat (Barnes 1979; Wenk & Barnes 2000), i
que en les rates amb major capacitat d’aprenentatge s’observa un augment
dels rNMDA (Stecher et al. 1997). Per tant, resulta factible plantejar que un
tractament que millori la transmissié sinaptica en les que estan implicats els
rNMDA pot millorar les capacitats cognitives d’un subjecte sa o fins i tot
revertir els efectes negatius de I'edat o les lesions. No obstant, I'activacié
sobre els rNMDA induida en tal tractament ha de ser I'Optima, ja que un
excés podria provocar mort neuronal (Simon et al. 1984), epilepsia (Croucher
et al. 1982) o hiperalgesia (Davies & Lodge 1987). També cal tenir en compte
que la simple alliberacioé de neurotransmissors i agonistes dels receptors
NMDA, aixi com la presencia i bon funcionament d’aquests Ultims no sén els
Unics factors en joc per a un correcte funcionament de la sinapsis en
questié. S’ha pogut constatar que el temps que passen els
neurotransmissors en I’espai sinaptic repercuteix en les probabilitats d’esser
captats pels receptors o d’acumular prou molecules en el espai sinaptic per
a una optima i duradora activacio. Per tant, la plasticitat sinaptica, i el
consequent rendiment cognitiu poden derivar també d’altres proteines amb
papers més subtils; com les vesicules transportadores de glutamat (VGIuUT),
encarregades de retornar les particules de glutamat al interior de les
neurones presinaptiques. En la majoria dels casos una disminuci6 del
nombre d’aquestes vesicules suposa una major activitat sinaptica, facilitant
un activacié postsinaptica més intensa y duradora. D’aquesta manera s’ha
pogut comprovar com rates amb deficit cognitiu associat a I’edat mostraven
una regulacio a la alga de les VGIUT de tipus 1i 2 (Ménard et al., 2015), i de
VGIuT1 en models d’acumulacié de B-amiloide (Timmer et al., 2014) o en
models de deficit de memoria de reconeixement (Li et al., 2015). No obstant
una regulacio a la baixa de VGIUT de tipus 1 i 2 suposa un desequilibri en la
transmissio sinaptica que pot associar-se a deficit cognitiu i als simptomes
de I’esquizofrenia (Piyabhan i Wetchateng, 2013; 2015; King et al., 2014). En
aquesta mateixa linia hi ha una gran quantitat de proteines vinculades a la
transmissio sinaptica que poden tenir efecte sobre les capacitats cognitives
dels subjectes, doncs sovint regulen aspectes importants en la plasticitat
sinaptica (recaptacid i fusidé de vesicules en la membrana, exocitosis,
estructures de la membrana postsinaptica, etc). La regulacié a la baixa o la
reduccio en la densitat d’aquestes proteines (sinaptofisina, sinaptopodina,
sinaptotagmina, neurogranina, etc) poden resultar bons indicatius preclinics
per evaluar la progressié de demencia frontotemporal i Alzheimer (Reddy et
al., 2005; Goetzl et al., 2016) o el deficit cognitiu resultant d’'una hemorragia
subaracnoidea (Chen et al., 2013). En canvi, una regulaci6 a I’al¢a
desemboca en simptomes menys consistents, com per exemple la facilitacié
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de la plasticitat sinaptica i cognicié espacial posterior a I'augment de
sinaptofisina presinaptica posterior a un tractament amb estimulacio
magnetica transcraneal (Shang et al., 2016), o el deteriorament cognitiu
associat a I’edat que pot tenir com a una de les seves possibles causes
’augment de la proteina sinaptotagmina de tipus 1 en el hipocamp dorsal
(Chen et al., 2007). La PSD-95, una proteina estructural postisinaptica clau
en la senyalitzacié postsinaptica, en canvi, no mostra un paper tan clar en la
cognicio, ja que estudis relacionen la seva regulacié a I’alga com un indici del
deteriorament cognitiu degut a I’edat (Preissman et al., 2012), i altres
relacionen tals simptomes amb la manca de PSD-95 (Wakade et al., 2010).

La regulacio de I'activitat dels rINMDA pot donar-se per components que

actuen de manera indirecta, interactuant amb altres proteines que després
regularien I’accié del rNMDA; o de manera directa, acoplant-se als rINMDA.

Components indirectes

Els moduladors al-losterics positius dels receptors AMPA (MAP rAMPA)
indueixen la PLT probablement degut a la potenciacié indirecta dels INMDA
(Staubli et al. 1994b), com s’ha mostrat in vivo (Vandergriff et al., 2001). La
sumacié temporal de PEPs mediada pels receptors AMPA faciliten
parcialment la despolaritzacié Hebbiana que es dona en la PLT (Collingridge,
1985; Knafo et al. 2012). Aixi doncs els MAPs rAMPA milloren
I’aprenenentatge i la memoria (Staubli et al. 1994a).

Per altra banda, I’activacié sobre els receptors GABA durant la transmissio
de baixa freqliencia suposa una hiperpolaritzacié que facilita el bloqueig de
Mg?* dels rNMDA (Herron et al. 1985; Dingledine et al., 1996). Els receptors
GABA, s’activen rapidament, mentre els receptors GABAg ho fan amb un
retard d’uns 20 milisegons, perd proporcionen una hiperpolaritzacié més
llarga (Davies et al., 1990). Ambdds combinats redueixen I’activacio dels
rNMDA durant més temps. Llavors, bloquejant ambdés tipus de receptors
GABA s’aconsegueix millorar I’activacio sinaptica dels rNMDA (Davies i
Collingridge, 1996).En la transmissio sinaptica de baixa freqliencia, els
antagonistes GABA, permeten una notable activacié dels rINMDA (Herron et
al., 1985; Dingledine et al., 1986), pero en freqliencies altes de transmissiod
I'efecte és major (Abraham et al. 1986). El bloqueig selectiu dels receptors
GABA; evitaria la generacio de PIPs i suposa una millora en la induccioé de
PLT (Olpe et al., 1993). Els receptors GABA; també poden ser presinaptics
actuant com autoreceptors, inhibint I'alliberacié de GABA (Davies et al.,
1990); o heteroreceptors, inhibint I'alliberacié de glutamat (Davies et al.,
1993; Isaacson et al., 1993). Una correcta transmissié de alta freqtiencia
provoca una alta activitat dels autoreceptors que suposaria la supressio de
PIPs, facilitant aixi la despolaritzacié de Hebb. En aquestes condicions, els
antagonistes GABA; sobre els autoreceptos dificultarien la PLT (Davies i
Collingridge, 1993).
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En general I'activacié dels receptors d’acetilcolina potencia la plasticitat
cerebral depenent de rINMDA (Sarte i Parickh, 2005). La despolaritzacié que
produeixen els receptors muscarinics d’acetilcolina (rmACh) també faciliten
la despolaritzacié de Hebb que desbloqueja els canals dels rNMDA. Una
concentracié baixa d’agonistes lleus dels rmACh pot ser suficient per afectar
I'activitat dels rINMDA (Harvey et al. 1993). No obstant, els rmACh també
poden deprimir I'activitat postsinaptica dels rINMDA mitjancant la
internalitzacié d’aquests ultims (Jo et al, 2010).

Els receptors metabotropics de tipus glutamatergic també poden actuar com
a reguladors indirectes dels receptors rNMDA. Un bon exemple d’aquests
casos son els receptors mGlul i mGlu5, ja que la seva activacié potencia la
despolaritzacié de les neurones de CA1 previament induida pels rINMDA,
treballant conjuntament per la induccié de la PLT (Bortolotto et al., 2005;
Lanté et al., 2006). Els antagonistes de mGlu5 bloquegen la PTL en el gir
dentat i empitjoren el rendiment en el laberint radial (Manahan-Vaughan i
Braunewell, 2005), mentre els moduladors al-losterics positius dels receptors
mGilu5 faciliten I'activacié dels rNMDA (Vinson i Conn, 2012; Nickols i Conn,
2014), milloren la PTL (Ayala et al., 2009; Kroker et al., 2011), incrementen la
flexibilitat comportamental en un paradigma de context canviant (Darrah et
al., 2008), millora el reconeixement d’objectes nous i redueix la impulsivitat
en un test de temps de reaccié de 5 respostes possibles (Liu et al., 2008);
també reverteixen els deficits cognitius induits per I'antagonista dels
receptors NMDA, MK-801 (Valls et al., 2010) i millora els deficits
d’aprenentatge en els models d’esquizofrenia generats per acid
metilazoximethanol (MAM)(Gastambide et al., 2012).

Components directes

Els antagonistes dels rNMDA poden resultar potenciadors cognitius sota
certes circumstancies ja que evitarien “I'activacié patologica” descrita
anteriorment, conservant “I’activacio fisiologica”. En un experiment simple
s’obtenia una activacié aberrant dels rNMDA eliminant artificialment el Mg
dels canals, inhibint la PLT (Coan et al., 1989). El compost AP5, un
antagonista competitiu especific dels rINMDA, pot restablir la capacitat
d’induir PLT. Durant I’'estimulacio tetanica suficient el glutamat ocupa el lloc
que ha cobert ’AP5 i s’activa apropiadament la capacitat d’induir la PTL.
Segons Frankiewick i Parsons (1999) el mateix fendmen succeiria amb la
memantina, un farmac amb un modest efecte sobre la malatia d’Alzheimer,
retardant el declivi cognitiu (Danysz i Parsons, 2003; Collinngridge et al.
2013). Per altra banda, augmentar la concentracié de Mg®* també pot evitar
una activacio excessiva dels rNMDA (Sletsky et al., 2010).

El paper co-agonista de la glicina o les substancies similars a aquesta, com
la D-serina, en els rINMDA fou descobert I’'any 1987 per Johnson i Ascher,
hipotetitzant el seu poder al-losteric positiu. De fet, la completa activacio dels
rNMDA requereix de I"acoplament co-agonista en els dos llocs d’uni6 de la
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glicina i en els dos llocs d’unié del glutamat que es troben en el complex
tetrameric que composa el receptor NMDA (Benveniste i Mayer, 1991;
Clements i Westbrook, 1991). Una mutagénesis de la subunitat GIuN1 la
determina com el lloc d’accio de la glicina (Kuryatov et al., 1994; Wafford et
al.,1995). Les subunitats GIuN3 també sén activades per la glicina
preferentment per sobre del glutamat, per tant un receptor GIuN1/GIuN3 és
eminentment activat per glicina i no requereix de la presencia de glutamat
(Chatterton et al., 2002; Madry et al., 2007).

Almenys en el sistema nerviés central, fins i tot amb una activitat alta de
transportadors de glicina (GlyT-1 en glia, i Glyt-2 en neurones) el lloc d’unié
de la glicina no quedava saturat per aquesta. La inhibicié d’aquest
transportador suposa un augment dels nivells de glicina en I'espai sinaptic i
sobre els INMDA (Supplisson i Bergman, 1997; Berger et al., 1998; Chen et
al., 2003; Bergeron et al., 1998; Martina et al., 2004; Stevens et al., 2010),
mostrant un augment de la PLT (Martina et al., 2004; Manahan-Vaughan et
al., 2008), la cognici6 en tests de reconeixement social (Shimazaki et al.,
2010) i en I’'atencid en tasques de context canviant (Nikiforuk et al., 2011). Els
estudis preliminars amb pacients de malaltia d’esquizofrenia mostren
millores en rendiment cognitiu (Tsai et al., 1998; 2004; Lave et al., 2005;
Heresco-Levy et al., 1996). Les revisions realitzades per Cioffi i Guzzo (2016),
exploren els mecanismes subjacents al funcionament del transportador de
glicina GlyT-1, i posen especial emfasis en la potencialitat terapeutica dels
diferents inhibidors de GlyT-1 que s’han estudiat o encara soén objecte
d’estudi. Ja hem fet mencié de la capacitat dels inhibidors de GlyT-1 per
augmentar els nivells d’activitat dels receptors NMDA, pero aquests farmacs
també sén capacgos de produir la internalitzacié o regulacié a la baixa dels
receptors NMDA o la regulacié a la baixa de GlyT-1 i a I'alga de GlyT-2,
donant com a resultat mecanismes compensatoris que evitarien
I’excitotoxicitat i proporcionarien un perfil neuroprotector (Nong et al., 2003;
Pinto et al., 2015). Els estudis clinics o preclinics de I'Us terapéutic dels
inhibidors de GlyT-1 han mostrat resultats molt prometedors com a
anticonvulsius (Kalinichev et al., 2010; Shen et al., 2015), com a tractament
complementari per el trastorn obsessiu compulsiu (Hoffman-LaRoche, 2015)
i la conducta adictiva (Molander i Soderpalm, 2005; Molander et al., 2005),
contra el dolor (Nong et al., 2003), contra I’'amplia simptomatologia de la
malaltia de Parkinson (Heresco-Levy et al., 2013) i per millorar la sociabilitat i
la memoria de treball espacial dels pacients amb autisme (Burket et al.,
2015).

La D-serina, la qual no actua sobre el lloc d’unié de la glicina de tipus
inhibitori, proporciona vies d’exploracio per obtenir tractaments enfront
deficits cognitius. L’administracié de D-serina exdgena mostra capacitat per
generar PLT, quan la glicina no arriba a ocupar tots els seus llocs d’unio
(Oliver et al. 1990; Bashir et al., 1990; Watanabe et al. 1992; Duffy et al.,
2008). En canvi, la D-serina endogena, sintetitzada en els astrocits per la
serina racemasa (SR),un enzim que catalitza la conversio de L-serina a D-
serina, a partir de la L-serina i la glicina, resulta util per la PLT i la DLT (Yang
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et al., 2003, 2005; Mothet et al., 2006; Henneberger et al., 2010; Fossat et al.,
2012). L’envelliment o una deficiencia génica poden comportar una
disminucio del nivell de D-serina endogena i la conseqglent reduccié del PLT
i ’aparicié de problemes de memoria, efectes que poden ser revertits
mitjangcant I'administracié de D-serina exogena (Mothet et al., 2006; De Vito
et al., 2011). Una estrategia alternativa per augmentar la D-serina en I’'espai
sinaptic és inhibir ’enzim que la catabolitza, el D-amino acid oxidasa (DAAO).
Ratolins mutants sense DAAO mostren augment de la PLT a I’hipocamp i
milloren el seu rendiment en el laberint aquatic de Morris, comparat amb
ratolins normals (Maekawa et al., 2005). No obstant, la inhibicié de la DAAO
no implica resultats molt destacables, doncs no produeixen un augment
significatiu del nivell de D-serina en I’espai sinaptic (Smith et al., 2010),
exceptuant en el cerebel o I’hipocamp sota ritmes theta (Stricker et al.,
2011).

La D-serina i la glicina son co-agonistes dels receptors NMDA que
comparteixen el mateix lloc d’unid, no obstant mostren lleugeres diferéncies
d’afinitat (Le Bail et al., 2015) Mentre la D-serina mostra preferencia per
acoplarse als complexos heterodimerics GIuN1/GIuN2A, més presents dins
les sinapsis (implicats en PLT i supervivencia neuronal); en canvi, la glicina
s’uneix amb major facilitat als receptors NMDA de tipus GluN1/GIuN2B,
localitzats principalment fora de la sinapsis (implicats DLT i facilitacio
d’apoptosis)(Chao i Li, 2014; Chen et al., 2008; Choo et al., 2012; Parsons i
Raymond, 2014; Liu et al., 2004). Per aquest motiu la D-serina té un paper
més rellevant en les sinapsis Schaffer Colateral-Hipocamp CA1, doncs les
sinapsis entre aquestes estructures pateixen un procés de maduracié
progressiu de substitucié de GIUN2B per GIUN2A al llarg de les tres primeres
setmanes postnatal. La glicina en canvi, mostra un paper més rellevant en
estructures com el gir dentat, on les sinapsis immadures s6n més
susceptibles a la neurogenesis en individus adults. Aixo ens pot indicar que
la presencia d’un o I’altre co-agonista pot modificar I’expressié genica d’una
subunitat en els receptors i generar aixi grups funcionals basats en la
distribuci6é anatomica de la sintesis i alliberacié d’aquests co-agonistes. Per
una banda, la glicina s’allibera mitjancant Asc-1, la qual també actua com a
proteina transportadora per a convertir la L-serina en glicina. En canvi, la
glicina glial s’allibera per la inversié del transportador GlyT-1. La sintesis de
la D-serina també deriva de la L-Serina, pero requereix de I’accié de I’enzim
SR. No obstant, la reduccié de la L-serina no afecta de la mateixa manera la
presencia dels dos co-agonistes. La D-serina sembla conservar els seus
nivells amb major facilitat, suggerint diferents diposits de L-serina per a cada
agonista (Safory et al., 2015). Probablement per aquests motius la reduccio
de D-serina sembla tenir un major efecte negatiu sobre les estructures
CA3/CA1 del hipocamp, el cortex frontal, el nucli supraoptic i el nucli
accumbens, en comparacio a la reduccié de la glicina, amb efectes més
debils. S’ha pogut comprovar com els subjectes envellits mostren una
expressio més debil de SR, aixd suposa una reduccio de la D-serina i pot
donar lloc a un deficit en la potenciacioé a llarg termini. La glicina en canvi, no
sembla estar implicada en el mecanisme que explica el deficit cognitiu
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vinculat a I’edat, i tampoc té efecte compensatori sobre les estructures
esmentades, ja que aquestes mostren una afinitat reduida a la glicina degut a
una baixa densitat de subunitats GIuN2B en els receptors NMDA (Mothet et
al., 2015). Aixi la D-serina també esta implicada en els simptomes amnesics
de la epilepsia del Iobul temporal. | la seva reduccio (per deplecié de SR) pot
donar lloc a simptomatologia de I’esquizofrenia; un pretext que ens pot
indicar que la D-serina, el benzoate i I'inhibidor de la DAAO millorarien els
simptomes cognitius i negatius de I'esquizofrénia. Per aquest motiu la D-
serina ha estat provada com a terapia contra I'esquizofrenia i la malaltia de
Parkinson amb resultats molt prometedors (Tsai et al., 1998; Gelfin et al.,
2012).

Cal tenir en compte que el lloc d’unié dels co-agonites en els receptors
NDMA és també I’'objectiu de acid kynurenic, un antagonista endogen que
deriva del triptofan, per tant un inhibidor d’aquesta substancia facilitaria
I’acoblament de la D-serina i la glicina, esdevenint un bon enfocament
terapeutic (Schwarcz et al., 2012).

Les poliamines endogenes, com és el cas de la espermina, potencien
I'activitat dels agonistes en els rINMDA. Aquesta potenciacié pot ser glicina
dependent, voltatge dependent o independent de la glicina i el voltatge
(Williams, 1997; Traynelis et al., 1995 i Williams, 1994a).

La Pregnanolona i I’Al-lopregnanolona, com la progesterona, potencia I’accio
dels receptors GABA amb minims efectes inhibitoris sobre els receptors
NMDA. El sulfat de pregnanolona inhibeix els receptors GABA i els NMDA,
mentre que el sulfat de pregnenolona (PS) potencia fortament la funcio dels
rNMDA i inhibeixen I'activitat gabaéergica. El PS ha mostrat tenir efectes de
millora en I'aprenentatge i la memoria (Floof et al., 1992; Mayo et al., 1993, i
per si sol és capag d’induir potenciacié de llarga durada (PLD) de I'eficacia
sinaptica a les cel-lules granulars (Chen et al., 2007), aquesta induccié de
PLD desplaca la corva a I'esquerra en la induccié de DLT i PLT (Chen et al.,
2010). Els nivells de PS endogen disminueixen amb I’edat, en paral-lel al
declivi cognitiu (Flood et al. 1995; Vallee et al., 1997). El baix rendiment en el
laberint de Morris pot ser revertit per I'administracié de PS exogena (Vallee et
al., 1997). El PS també redueix els efectes amnesics de 'estres (Reddy i
Kulkami, 1998) i milloren la cognicidé en pacients esquizofrenics (review de
Marx et al., 2011).

El sulfat de Dehidroepiandroesterona (DHEAS), sintetitzada per ell mateix a
partir del PS, també potencia I’activitat dels rNMDA i millora la PLT (Randall
et al., 1995; Chen et al., 2006). Logicament, la inhibicié de la sintesi de PS i
de DHEAS en les capes hipocampals redueix la funcio dels rNMDA i la
induccié de PLT (Tanaka i Sokabe, 2012).
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La Histamina potencia els efectes estimulants dels agonistes en els
receptors NMDA que contenen subunitats GIuN1/GIuN2B (Williams, 1994b).
Aquest efecte només es dona sota concentracions altes d’agonista i no
passa si la subunitat GIuN1 conté el exé 5 insertat.

El trifosfat d’adenosina (ATP) inhibeix els rINMDA de tipus GIuN1/GIuN2A o
GIuN1/GIuN2B a baixes concentracions d’agonista, pero sota
concentracions saturades d’agonista I’ATP actua com a potenciador (Kloda
et al., 2004). Per altra banda, ’ATP potencia els rNMDA formats per
GIuN1/GIuN2C fins i tot en concentracions no saturades d’agonista.

Un dels principals enfocaments per esbrinar el paper dels receptors NMDA
en processos cognitius i en el comportament en general ha sigut i segueix
essent la investigacié basica amb animals, especialment aquella que prova
les capacitats dels subjectes simulant de manera artificial una condicié de
deficit. D’aquesta manera, mitjancant I’'administracié de substancies que
s’uneixen directament als rNMDA i perjudiquen el seu normal funcionament
es pot deduir el seu rol en el rendiment que ofereix I’animal. Aixi doncs,
antagonistes dels rINMDA comportaran una regulacié cortical del Glu per
sota d’allo esperat, en detriment dels processos d’aprenentatge i memoria
(Maurice et al. 1994; Moghaddam et al. 1997; Parada-Turska & Turski 1990).
Per exemple, farmacs com la ketamina, la dizocilpina (MK-801), la
fenciclidina o I'acid D,L-2-amino-5-fosfonovaleric (APV) administrats
sistemicament provoquen deficits cognitius reflexats en diverses tipus de
tasques. Aquest tipus de blogueig en els rNMDA té efectes negatius en la
memoria de treball, la inhibicié conductual i I'atencié (Kawabe et al. 2007;
Jentsch et al. 1997, 1998; Murphy et al. 2005; Pozzi et al. 2011; Verma &
Moghaddam 1996); I’aprenentatge de memoria implicita (Smith et al. 1997;
Zimmerman et al. 2010; Ranaldi et al. 2011; Carmack et al. 2013);
aprenentatge espacial o relacional (Murphy et al. 2005; Patel et al. 1998;
Roberts & Shapiro 2002; Cestari i Castellano 1997; Morris 1989; Liang et al.
1994; Packard i Teather 1997; McDonald et al. 2005); i aprenentatges
olfactoris i memoria social (Stdubli et al. 1989; Storozheva et al. 2011; Gao et
al. 2009).

3. D-cicloserina: composicio, principis actius i tractaments

En el moment de plantejar-se 'augment de ’activitat dels receptors NMDA
per tal de potenciar les capacitats cognitives, o bé revertir els efectes
causats per algun tipus de deficit cognitiu vinculat a les vies
glutamatergiques, diversos investigadors opten per no modificar els nivells
de Glu de manera artificial, doncs encertadament consideren que la millor
manera d’obrir els canals dels rNMDA és mitjangant la modulacioé positiva a
través de I"administracio d’algun tipus de co-agonista, aixi s’evita una
sobreexcitacio amb efectes toxics (Jansen i Dannhart 2003; Monahan et al.
1989; Henderson et al. 1990). El lloc d’unio6 de la glicina sembla ser una bona
diana per aquest proposit.
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La DCS, D-4-amino-3-isoxazolidona, un producte natural de Streptomyces
orchidaceus i de Streptomyces garyphalus, és un agonista parcial dels
rNMDA que actua en el lloc d’unié de la glicina amb un efecte agonista
notable a baixes dosis (Hood et al. 1989; Normann i Berger 2008), i
antagonista a dosis altes (Schade i Paulus, 2016). Previament fou usat com a
medicament antibiotic efectiu contra la tuberculosis (des de 1950), pero
sempre com a segona eleccié. En humans, la seva vida mitja en el organisme
és d’unes 10 hores i s’excreta per via renal (Hofmann et al., 2006; Peloquin,
2008). S’ha observat efectes secundaris com somnolencia, cefalea, confusid,
psicosis, tremolors extrapiramidals, vertigen, dificultats de memoria,
parestésies i convulsions. En humans, i només sota dosis prou altes per
travessar la barrera hematoencefalica (BHE) s’ha observat psicosis i
epilepsia, hiperexcitabilitat, depressio, ansietat, entre d’altres (Walker i
Murdoch, 1957; Vallade, 1959; VanBerckel et al., 1997; Goodman et al.,
2001; Peloquin, 2008).

Els efectes agonistes de la DCS a baixes dosis reflecteixen la seva accio
agonista sobre els receptors NMDA de tipus NR1/NR2C, amb els que té
molta afinitat, mentre a dosis altes els efectes poden ser degut a la inhibicid
antagonista dels NR1/NR2A i els NR1/NR2B, pels quals la DCS mostra poca
afinitat (Danysz i Parsons, 1998). Els receptors NR1/NR2C s’expressen
principalment en les estructures cerebelars, perd també en estriat,
hipocamp, bulb olfactori, cortex retrosplenial, talem, pont i nuclis vestibular
(Karavanova et al., 2007).

La DCS s’ha estudiat nombroses vegades des de la perspectiva de valorar el

seu potencial com a tractament efectiu en diverses circumstancies en les
que intervé I'aprenentatge i la memoria.

Extincid i reconsolidacio de la memoria

S’ha pogut comprovar en estudis preclinics en humans que la DCS
combinada amb terapies conductuals d’exposicio composen un tractament
efectiu sobre els trastorns d’ansietat (Hofmann et al. 2013; Hernandez et al.,
2012). Aquest fenomen pot ser degut a I’efecte de millora de la DCS sobre
I’aprenentatge d’extincio de la resposta de por (Vervilet, 2008; Norberg et al.,
2008). Aquest aprenentatge es defineix com la reduccié del nivell de por
mostrat (resposta condicionada, RC) davant d’un estimul condicionat (EC), el
qual és aparellat previament a un element aversiu (estimul incondicionat, El),
quan es mostra repetides vegades en absencia del estimul aversiu presentat
amb anterioritat. La resposta de por és mesurada a través de la conducta de
petrificacio i 'augment de la resposta d’ensurt. Ambdues conductes
disminueixen la seva presencia i intensitat al llarg d’un procés
d’aprenentatge d’extincié davant de la presentacio d’EC (sense El). Es tracta
d’un procés actiu d’aprenentatge per inhibir la RC, la qual no desapareix
facilment amb el simple pas del temps.
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Myers & Davis (2007) i altres investigadors han confirmat el important paper
dels rNMDA en el aprenentatge d’extincid. No obstant, la notorietat de
I'efecte de la DCS sobre I’'aprenentatge d’extincid pot variar en funcio de la
via d’administracid, el moment d’administracié i el tipus de tasca avaluada
(Taula 3). Com es pot apreciar resulta clau el moment d’administracié, doncs
si aquesta es realitza post-extincio es produeix una millora en la consolidacié
d’aquest aprenentatge; no obstant, I’'administracio prévia a I’extincié ofereix
resultats poc consistents, fenomen probablement donat per les diferencies
en el nombre d’assajos d’entrenament emprats en cada estudi.

MODELS ANIMALS

MOMENT ADMINISTRACIO RESULTAT AUTORS
30’ pre Sistemic .
20’ pre ABL 1 Extincio Walker et al. 2002
, s 1 Extincié Woods & Bouton
157pre Sitemic - Renovaci6 2006
30’ pre ABL 1 Extincid Mao et al. 2006
20’ pre Sistémic 1 Extincié Lee, Milton & Everitt,
P ABL 1 Reconsolidacié 2006
15’ pre Sls_temlc 1 Extincié Yang et al. 2007
(+metirapona)
T 1 Extincié Langton &
Immed. pre Sistemic - Re Extincio Richardson 2008
30’ pre Sistemic 1 Extincio Lin et al. 2010
15’ pre / 15’ post Sistémic L Ledgerwood et al.
1’ post ABL 1 Extincio 2003
1 Extincié
Immed. post Sistémic = Reaprenentatge Ledgerwood et al.
) > 2005
1 Generalitzacio
Sistemic 1 Extincié
Immed. post L o
) Sistémic = Extincié
Immed. pre i post o L Parnas et al. 2005
. Sistémic 1 Extincio
2 0 28 dies pre o o
Sistemic = Extincio
Immed. post Sistemic 1 EXtm?'O., Weber et al. 2007
= Re Extincio
30’ pre Sistémic 1 Reconsolidaci6
10’ post Sistémic 1 Extincié Bustos et al. 2010
24h post Sistémic 1 Extinci6
N Sty Langton &
Immed. pre Sistemic = Extincié Richardson 2010
Immed. post Sisteémic 1 Retenci6 extinci6  McCallum et al. 2010
40" pre Sistémic 1 Extincié Toth et al. 2012
Immed. post
1 Extincié en animals
amb estres
20’ pre Sistémic | Extinci6 en animals Saito et al. 2013
sans
, 1 Extincié
10’ pre HPC + INMDA2B a 'HPC Ren et al. 2013
pre Sistemic 1 Extincié Sando gan et al.
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Bouton et al. 2008

15" pre S!st?m!c 1 Extincié Myers & Carlezon
Immed. pre Sistemic
2010
15’ pre Sistemic/ABL 1 Reconsolidacié
30" pre ABL 1 Extincio Yamada et al. 2009
Reverteix deficit en
Immed. post ABL extincié induit per Akirav et al. 2009
estrés
Reverteix deficit en
extincié induit per Yamamoto et al
6 dies durant Sistémic estrés ’
; 2008
Reverteix augment
de RNMDA a I'HPC
Immed. post Sisteémic 1 Extincié Bertotto et al. 2010
, T 1 Extincié
30’ pre Sistemic + GABA a ABL Lehner et al. 2010
Immed. post Sistemic 1 Extincio Gupta et al. 2013

1 pERK al CPFm

Vengeliene et al.

60’ pre Sistemic 1 Extincié 2008
Immed. pre Sistemic = Extincid Groblewski et al.
Durant Sistemic | Recondicionament 2009
30’ pre Sistémic 1 Extincié Nic Dhonnchadha et
Immed. post Sisteémic | Recondicionament al. 2010
Immed. post Sistemic 1 Extincio Kelley et al. 2007
Immed. post Sisteémic 1 Extincié Paolone et al. 2009
Immed. post S'SAtST'C 1 Extincié Botreau et al. 2006
Immed. post Sisteémic 1 Extincié Thanos et al. 2009
20’ pre ABL 1 Reconsolidacio Lee et al. 2009
Immed. pre Sistemic 1 Extincié Myers & Carlezon
2010
Sistemic 1 Extincié Torrearossa et al
Immed. post Nucli Acc 1 Extincié 92010 ’
ABL, HPC, CPL = Extincid
Immed. pre CIL = Extinci6 Chang & Maren 2011
20’ pre Sistemic = Extincid Lu etal. 2011
Immed. post Sisteémic 1 Extincié Thanos et al. 2011
Immed. post Sisteémic 1 Extincid Shaw et al. 2009
60’ pre Sistemic = Extincid Flavell et al. 2011
30’ pre Sistémic | Extincié Port & Seybold 1998
15’ pre Sistemic = Extincid Vurbic et al. 2011
C 1 Extinci6 en .
Immed. post Sistemic C57BL/6 mice Leslie et al. 2012
. Peters & De Vries
Immed. post CIL 1 Extincio 2013
Conducta d’aversié al menjar
Immed. post Amigdala = Extincid Akirav et al. 2009
1 Extincié
Immed. post Sistémic | Recuperacio Mickley et al. 2012

espontania
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TERAPIES EN HUMANS

MOMENT RESULTAT AUTORS

1 Terapia d’exposicié (acrophobia)

2h pre manteniment de la millora 3 mesos després Ressler et al. 2004
. L Guastella et al.
Pre i post = Tractament aracnofobia 50072
1h pre 1 Tractament fobia social N GHEL, 2003

Guastella et al. 2008

Guastella et al.
2h pre = Extinci6 a la por condicionada 2007b
Klumpers et al. 2012

1 Terapia en el trastorn del panic Otto et al. 2010

1h pre 1 Actlvac_lo cortex _prgfrontal ventrqmedlal, Nave et al. 2012
orbitofrontal i cingulate anterior
Post 1 Tractament exposicio Smits et al. 2013
Post = Tractament aracnofobia Tart et al. 2013
- Tpwmoc |
=0 | Extincié .
30’ pre 1 Simpltomatologia thz_et al. 2012
Choi et al. 2010
1 Tractament
30’ pre = Extincio Rothbaum et al. 2014
- 3¢ ]
1h pre 1 Tractament (dosis altes cap efecte) Storch et al. 2010
2h pre 1 Tractament (terapia d’exposicio) Kushner et al. 2007
. Dependénciaadrogues |
2h pre = Extincié en dependencia alcohol Watson et al. 2011
15’ pre = Extinci6 en depen.dencia cocaina Prisciandaro et al.
1 Craving 2013
1 Tractament en extincié en dependéncia Santa Ana et al.
1h pre o
nicotina 2009
15’ pre = extinci6 en depen.déncia cocaine Pr!ce et al. 2009
1 Craving Price et al. 2013

= tractament terapia cognitiva conductual per

1h pre , . . .,
P sindrome abstinencia cocaina

Kennedy et al. 2012

Taula 3. Efectes de I'administracié sistemica o intra ABL de DCS en I'extincié i la
reconsolidacié de diverses tasques en animals i de I'administraci6 sistemica de DCS en el
tractament de diverses patologies en humans [t millora, | empitjora, = no efecte, ABL:
amigdala basolateral, Acc: nucli accumbens, HPC: Hipocamp, CPL: cortex prelimbic, CIL:
cortex infralimbic, pre: abans de I'entrenament en extincid, post: després de I'entrenament en
extincié, Immed: Immediat, TEPT: trastorn per estrés posttraumatic, TOC: trastorn obsessiu
compulsiul.

En I'aprenentatge d’extincio entren en joc diferents estructures cerebrals
com el cortex sensorial, la substancia grisa periaglieductal, el septe lateral i
els nuclis de I’estria terminal. Pero les regions amb més literatura sén
I’'amigdala, el CPF i ’HPC (Myers i Davis 2002). La primera esdevé critica en
I’adquisicié de respostes condicionades de por, aixi com en la seva extincid.
D’altra banda, el CPFm, concretament el CIL i el CPL, degut a la seva relacio
amb I’ABL (McDonald 1998) també participen en I’extincio; mentre el ’lHPC
esta implicat en I’aprenentatge associat al context (Myers i Davis 2007;
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Myers i Davis 2002). Una de les raons per la qual I’'administracié de DCS
millora I’extincié pot ser I'augment que produeix en I'expressio de la
subunitat GABA-A alpha-2 en els receptors gabaergics, aixi com I'augment
en la concentraci6 de GABA a I’amigdala (Lehner et al. 2010; Wislowska-
Stanek 2011), facilitant 'aprenentatge inhibitori. Per altra banda I'increment
de rNMDA a 'HPC suposaria canvis en la plasticitat cerebral propis de
I’adquisié d’un nou aprenentatge (Ren et al. 2013). També en la Taula 3
s’enumeren alguns del pocs estudis realitzats sobre els efectes de la DCS
intracerebral en aprenentatge apetitiu. En termes generals la DCS podria
millorar I’extincié d’aquestes tasques (Botreau et al. 2006), perd també hi ha
estudis amb resultats contraris com els Torregrossa et al. (2010), en el qual
només hi ha efectes administrant DCS sobre el core del nucli accumbens
(NAc). Aquest fenomen podria ser degut al us de la mateixa dosis per a totes
les regions estudiades. Finalment, observant els estudis de consum de
drogues amb subjectes humans podem deduir que el tipus de terapiai el
moment d’administracio de la DCS sén claus, doncs si aquesta s’executa
abans de la terapia d’exposicié no millora I'extincié i fins hi tot s’augmenta el
craving (desig de consum) a la droga (Hofmann et al. 2012; Prisciandaro et
al. 2013; Price et al. 2013; Price et al. 2009).

En canvi, el procés de reconsolidacio resulta més sensible a modificacions
de la memoria en el moment que es dona una reactivacioé breu d’aquesta. Els
assajos de reactivacié sén molt similars als de I'entrenament d’extincio, pero
la seva durada i nombre sén inferiors (Sara et al. 1999). La reconsolidacié
també depen dels rNMDA (Lee i Everitt 2008) i com mostren diversos
experiments la DCS injectada a I’amigdala basolateral (ABL) o de manera
sistemica abans de la reactivacié millora la reconsolidacié del
condicionament de la resposta a la por (resposta de petrificacid) (Lee et al.
2006; Yamada et al. 2009; Bustos et al. 2010) i de I'adiccio6 a la cocaina (Lee
et al. 2009). Quan la sessié d’extincié del tractament conductual és breu el
procés de reconsolidacié es manté dominant. Sense exposicions llargues,
I’extincié no es desenvolupa i I'administracié de DCS pot augmentar la
reconsolidacié de la por. Fins i tot, si el nivell de por és elevat i el nombre de
sessions d’extincid no sén suficients els pacients DCS milloren menys que
els pacients placebo (Hofmann, 2015).

Hofmann (2015) recull importants aspectes sobre I'accié de la DCS com a
tractament de combinacié alhora de tractar desordres d’ansietat. Per una
banda, la DCS, més que amplificar els efectes positius del tractament
cognitiu acceleraria els seus resultats, intensificant la percepcié de millora
per part del propi pacient i afavorint la seva adhesié i manteniment al
tractament conductual. A llarg termini, la DCS i el placebo no es distingeixen
significativament. També destaca que els estudis amb animals mostren
efectes de millora sobre I'aprenentatge d’extincié quan I’administracié de
DCS es fa de manera aillada, i no cronicament, ja que els rINMDA podrien
dessensibilitzar-se, la DCS actuar com antagonista i suposar una inhibicié en
el procés d’aprenentatge final, o fins i tot patir una regulacié a la baixa
(Sando gan et al. 2015; Schade i Paulus, 2016). Les dosis grans tampoc
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comporten una major accié de la DCS i a vegades pot ocupar subunitats
diferents del receptor, actuant com antagonista. Aixi doncs, els pitjors
resultats s’observen en els estudis amb administracions elevades de DCS i/o
repetides. De fet, la DCS principalment actua com un fort agonista als
receptors NMDA que contenen les subunitats GIUN2C, pero sota certes
circumstancies poden esdevenir antagonistes dels rNMDA que contenen
subunitats GIuN2B (Goff, 2017).

Adquisicio i consolidacio de la memoria

Altres estudis han pogut mostrar com I'administracié de manera sistemica de
DCS abans de I’adquisicio millora I’adquisicid i la consolidacio d’alguns
aprenentatges en subjectes animals, ja sigui en tasques de tipus espacial
(Riekkinen & Riekkinen 1997; Pussien & Sirvid 1999; Lelong et al. 2001), de
reconeixement d’objectes (Zlomuzica et al. 2007), de condicionament classic
(Curlik i Shors 2011) o tasques d’evitacié passiva (Land i Riccio 1999).
L’administracié sistemica postentrenament de la DCS potencia la
consolidacié en el laberint elevat (Rodgers et al. 2011; Wu et al. 2008). Altres
estudis d’administracié sistemica de DCS en animals s’enumeren a la Taula
4. Finalment, també amb animals, els estudis de Villarejo-Rodriguez et al.
(2010) observen que I'administracié de DCS al CPL afavoreix la retencié de
I’aprenentatge en una tasca de discriminacié olfactoria; i fins i tot pot arribar
a revertir el efectes negatius del tractament amb escopolamina en la mateixa
tasca (Portero-Tresserra et al., 2013) o en la tasca de transmissio social de
preferencia alimentaria (Portero-Tresserra et al., 2014), mitjancant el
manteniment de la PLT.

Les investigacions amb humans sans també apunten resultats positius,
doncs Kalisch et al. (2009) comprova que I’administracié de DCS pre-
aprenentatge d’una tasca de memoria de tipus declaratiu suposa una
significativa millora en I'adquisicié d’aquest aprenentatge i augmenta
I'activitat hipocampal, mentre que I’administracié del farmac després de
I’adquisicié d’un condicionament de por millorava la consolidacié d’aquest.

\ MOMENT ADMINISTRACIO RESULTATS AUTORS
C = Adquisicio N

pre Sistémic + Activitat conductual Pitkanen et al. 1995
pre Sistemic 1 Adquisicié Riekkinen et al. 1997
pre Sisteémic 1 Adquisicié Lelong et al. 2001
pre Sistemic = Adquisici6 Sunier et al. 2008

re Sistemic 1 Adquisicié Pussinen i Sirvié
P 1 Retencio 1999
pre Sistémic 1 Atencio L Hughes 2004
post 1 lleu de la memoria

Matsuoka i Aigner

pre Sistémic 1 Adquisicié 1996
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post C - Flood et al. 1992
ore Sistemic 1 Retencio Land i Riccio 1999
s S Yamamoto et al.
durant Sistemic = Consolidacié 2008
re Sistérmic 1 Adquisici6 tasca Thompson et al.
P HPC depenent 1992
ost Sistemic 1 Consolidaci6 Quartermain et al.
P 1 Recuperaci6 1994
L 1 Adquisicio Golden & Houpt
pre SEEul = Reversio 2007
Nunnik et al. 2007
s s Davenport i Houpt
pre Sistémic 1 Adquisicié 2009
Land & Riccio 1999
ost Sistemic 1 consolidacié Gabriele i Packard
P extinci6 latent 2007

Taula 4. Efectes de I'administracié sistemica de DCS en I'adquisici6 i la consolidaci6 de la
memoria en diferents tasques en animals. (1 millora, | empitjora, = no efecte, pre: abans de
’entrenament, post: després de I'entrenamen, CPL: cortex prelimbic; HPC: Hipocamp).

Tractament i reversio de deficits cognitius

El potencial terapeutic de la DCS s’ha pogut contrastar mitjancant varis

estudis amb models animals de patologia neural o manipulant les condicions
experimentals dels subjectes per tal de partir d’'una linia base d’aprenentatge
i memoria afectada negativament (Taula 5).

MANIPULACIO

ADMINISTRACIO
DCS

RESULTATS

AUTORS

Lesi6 cerebral
traumatica

Sistémica post lesio

1 Reversi6 del déficit

Temple i Hamm 1996

Lesi6 de I'area septal
medial

Sisteémica pre

1 Reversi6 del déficit

Riekkinen et al. 1998
a, b

Infusi6 de lidocaina a
HPC dorsal

Sistémica pre

1 Reversi6 del déficit

Riekkinen et al. 1999

Exposici6 a tolué

Lesio HPC

Sisteémica pre

Sistémica pre

1 Reversio del déficit
1 INMDA2A a 'HPC

1 Reversi6 del déficit

Win-Shwe et al. 2010

Schuster i Schmidt
1992

MK-801 Sistémica

HPC pre

1 Reversio del déficit

Kawabe et al. 1998

Lesions escorca
entorrinal

Interleuquina B a
I'HPC

Sistémica pre

HPC pre

1 Reversi6 del déficit

1 Reversi6 del déficit

ZajaczkowsKi i
Danysz 1997

Matsumoto et al.
2001

AIDA intra-HPC

HPC pre

1 Reversio del déficit

Ohno i Watanabe
1998
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Ohno i Watanabe

Scopolamina a HPC HPC durant 1 Reversio del déficit 1996

Estres agut Sistémica pre 1 Reversio del déficit  Kart-Teke et al. 2006

Isquémia Sisteémica post lesi6 1 Reversio del déficit  Dhawan et al. 2011
Lesio cgrgbral Sistémica post lesi6 1 Reversi6 del déficit Yaka et al. 2007

traumatica

Estres aiut Sistemica 1 Reversio del déficit Philbert et al. 2013

N,IUSC,'mOI a Amigdala post 1 Reversi6 del déficit Akirav 2007
’Amigdala

1 Reversio del déficit

Estrés agut Sistémica pre o Wadell et al. 2010

1 Retenci6 mascles
Privaci6é de son REM Sistémica pre 1 Reversi6 del déficit  Silvestri et al. 2008

1 Reversio del déficit

Estres postnatal Sisteémica pre/post ex_tl|n0|o : Judo et al. 2010
1 Reversio potencials
evocats en CPFm

1 Reversi6 del déficit

Exposicié endotoxina Sistémica post _:I,Yﬁ:\l/fgi[z’\i”: Kranjac et al. 2013
rNMDA2C
1 Reversio del
deficits en conducta
social

Knockout GluD1 Sistemica pre 1 Reversio del Yadav et al. 2012
deficits en Yadav et al. 2013

condicionament de la

por
| Tascadediscriminacio visuallolfactoria |
'\Hﬂigg; g;:g:;g: Intramuscular 1 Reversi6 del déficit Matsuc;l;e:)gAlgner
Lesio del PF CPL pre 1 Reversi6 del déficit V'"are‘ZI'R2°0d1r;f“ez et

Lesio cerebral
traumatica
Taula 5. Efectes de I'administracié sistemica i intracerebral de DCS en la reversié de déeficits
cognitius en diferents tasques (1 millora, | empitjora, pre: abans de I'adquisici6, post: després
de l'adquisicié, HPC: hipocamp, PF: nucli parafasciular del talem, CPL: cortex prelimbic,
BDNF: Factor neurotrofic derivat del cervell).

Sistémica post lesi6 1 Reversi6 del déficit ~ Adeleye et al. 2010

En estudis amb administracié sistémica de la DCS s’ha observat reversié dels
efectes nocius en les capacitats cognitives de models d’esquizofrénia
(Nishikawa 2010), de trastorn obsessiu compulsiu (Albelda et al. 2010),
d’autisme (Modi i Young 2011; Otto 2010) i de malaltia de Parkinson (Ho et
al. 2011; Pawlak et al. 2012; Schneider et al. 2000); aixi com revertir els
deficits d’aprenentatge i memoria deguts a I'envelliment (Baxter et al. 1994),
la privacio del son REM (Silvestri i Root 2008), I'estrés agut (Yamamoto et al.
2008; Wadell et al. 2010), els traumatismes cranioencefalics (Temple i Hamm
1996, Adeleye et al. 2010) i altres lesions cerebrals (Riekkinen et al. 1998
a,b). Els assajos clinics en humans també mostren eficacia de la DCS en
revertir els simptomes negatius de subjectes adults sans privats de son REM,
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pacients esquizofrénics o autistes (Kuriyama 2011; Rosse et al. 1996;
Buchanan 2013; Posey et al. 2004). Finalment, 'administracio intracerebral
de DCS, concretament al CPL, reverteix els deficits produits per lesions del
PF (Villarejo-Rodriguez et al. 2013), a I'HPC redueix I'efecte nociu del MK-801
(Kawabe et al. 1998) i a 'amigdala redueix els efectes del muscimol (Akirav
2007). En aquests casos, la DCS podria estar facilitant la funcié dels rNMDA
no només mitjancant I'estimulacio directa del lloc d’uni6 de la glicina, sin6
també elevant el contigut de D-serina en la solucié extracel-lular (Villarejo-
Rodriguez et al. 2013).

Estudis recents i noves aplicacions de la DCS

Recentment els estudis amb DCS han explorat noves aplicacions
terapeutiques, sovint testant I'efecte de la seva administracié combinada amb
les terapies cognitiu-conductuals més usades. La majoria d’aquestes
investigacions admeten replicacié per tal de millorar la seva consisténcia pero
sén una interessant aproximacio en el tractament de trastorn amb dificil cura.

S’ha pogut comprovar com dosis intermitents de DCS en pacients de
esquizofrenia produien una persistent millora dels simptomes negatius de la
malaltia, aixi com milloraven I'aprenentatge implicat en el refor¢ cognitiu o0 en
les terapies cognitiu conductuals dirigides a reduir els deliris (Goff, 2016).

Per altra banda, la DCS també s’ha provat en estudis clinics per tal d’ampliar
els efectes de la terapia conductual dirigida a millorar les habilitats socials de
nens i nenes amb trastorns del espectre autista. Els resultats no foren
significatius, pero en les dades brutes i en termes absoluts es percep una
millora dels pacients que foren tractats amb combinacié de DCS (Urbano et
al., 2015; Minshawi et al. 2016).

També amb la intencié d’explorar una via complementaria de tractament s’ha
pogut comprovar com I'administracié de DCS facilita la terapia d’exposicioé per
tractar 'anoréxia (Levinson et al. 2015). En aquest cas, el farmac podria estar
generalitzant els efectes d’aprenentatge que suposa el tractament conductual
i facilitant resultats positius (augment de index de massa corporal).

En un estudi envers I'extincié d’'un condicionament apetitiu es va posar prova
la capacitat de la DCS de millorar la consolidacioé de I'extincié com préviament
s’havia demostrat en estudis previs amb condicionament aversiu. El
tractament amb DCS fou suficient per reduir significativament la reaccio
condicionada als estimuls condicionats que anticipaven a I'estimul apetitiu,
independentment del context en el que es donava la prova, ja fos en el
d’adquisicié o en el que es produia I'extincio. Aixi doncs la DCS facilita
I’extincié de memoaries apetitives independentment del context i dificulta que
les subjectes tornin a la resposta condicionada en les condicions d’adquisicio
(Brom et al. 2015). Aquest fenomen podria donar-se per un poc treballat
sistema per diferenciar els contexts davant de les subjectes, per una mostra
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petita que revelaria les diferéncies individuals en una resposta poc
paradigmatica (resposta sexual femenina) o la DCS podria estar interferint en
la codificacio contextual, resultant ser un problema adaptatiu per I'individu.

En un altra perspectiva, i amb la intencié de comprendre millor el
funcionament de I'extinci6 a la por tan estudiada amb anterioritat, Sierra i
col-laboradors (2016) parteixen de dues premisses: les lesions en estructures
prefrontals impedeixen I'extincié de la por; i per altra banda, la DCS facilita
I’extincié de la por. Sobre aquesta base comproven com les lesions del cortex
medial orbitofrontal impedeixen la millora I'aprenentatge que la DCS si
proporciona en subjectes sense lesio. Aixi doncs, es suggereix que els
tractaments farmacologics poden dependre en gran mesura del nivell
d’activitat cortical, doncs les estructures corticals jugarien un paper crucial en
la inhibicié de les respostes emocionals i també sén el mitja per I'efecte
facilitador de la DCS. Altres estudis també han suggerit que I'accié de la DCS
depen del nivell de consolidacié de I'extincié a la por que es dona en el cortex
frontal (Sarido gan et al. 2015), doncs el nivell de proteina GIuN1
s’incrementa en el cortex frontal en els animals experimentals i control
després de I'entrenament d’extincio.

Per altra banda, nombrosos estudis han investigat el potencial terapéutic de
la DCS en pacients de la malaltia d’Alzheimer. Malauradament la major part
d’ells no han proporcionat evidéncies d’efectes positius del farmac (Randolph
et al., 1994; Fakouhi et al., 1995, Schwartz et al., 1996; Jones et al., 2002).
Només Tsai i els seus col-laboradors (1999) van mostrar millores cognitives
en pacients d’Alzheimer tractats amb DCS un cop per setamana.

Finalment, en relaci6 a I'aprenentatge motor els resultats terapeutics de la
DCS sbn poc consistents (Nitsche et al., 2004; Cherry et al., 2014; Nadeau et
al., 2014).
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IV. TREBALL EXPERIMENTAL

El treball experimental del present estudi es composa de dos experiments
dissenyats amb la finalitat directa de complir amb els objectius plantejats al
inici d’aquest document, els quals es corresponen al gui6 establert per
avaluar la hipotesis de la tesi:

“La transmissio glutamatergica al cortex prelimbic (CPL) modula els
processos d’aprenentatge i memoria, essent capacg de revertir el deficit
cognitiu induit per la inactivacio temporal de la influencia del nucli
parafascicular (PF) del talem sobre I’escorga prefrontal”

A continuacio s’exposen els dos experiments que composen el present
treball:

(b) Experiment 1: Efectes de la inactivacio temporal del nucli PF sobre
I’adquisicid i reversio d’una tasca operant de discriminacio visual

1. Objectiu experimental

En un inici, i atenent a les necessitats que planteja la hipotesis, cal establir un
model de déficit cognitiu fiable que s’utilitzara en el mateix context
experimental de la prova final. També d’aquesta manera impliquem
I’estructura cerebral susceptible de ser clau en el processament cognitiu de
la tasca a realitzar pels subjectes. D’aquesta manera, en aquest experiment
s’avaluara 'efecte de la inactivacié temporal del nucli PF del talem
mitjantgant I’administracié de muscimol (agonista GABAa), sobre la DVA.
S’espera que I'alteracié de les aferencies talamiques glutamatergiques al
CPL, alterant la capacitat d’aquisicié de la DVA aixi com la flexibilitat
cognitiva associada a la tasca de reversio posterior.

En un intent d’explorar el nivell de dificultat optim de la DVA s’ha proposat
dos nivell de dificultat en funcioé del temps d’exposicié al estimul visual (disc
lluminds ences). Creant aixi dues durades de I’estimul (500ms i 1000ms) que
posaran a prova les capacitats atencionals dels animals. Per altra banda, en
funcio d’un criteri d’assoliment en les fases d’entrenament de I’experiment
I’animal sera igualat en condicions al inici de la prova d’adquisicio, i en funcié
del seu rendiment en aquesta Ultima passara a la prova de reversid, en la
qual la tasca esdevé especialment dificil i implica flexibilitat cognitiva per part
del subjecte. Aixi doncs els animals distribuits en quatre grups
experimentals, basats en la durada del estimul lluminds i I'administracio de
muscimol (500 PBS, 1000 PBS, 500 MUSCIMOL i 1000 MUSCIMOL), es
sotmetran a varies fases experimentals com es descriura més endavant.
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2. Materials i metodes
i. Subjectes

Vuitanta rates mascle adultes del tipus Wistar procedents del estabulari del
nostre laboratori de psicobiologia de la UAB (mitjana d’edat=88,64 dies,
DS=7,94; pes mitja=368,01g, DS=38,55, al comengament del experiment)
foren individualitzades en gabies de plastic transparents (50 x 22 x 14cm), a
un temperatura (20-23°C) i una humitat (40-70%) ambientals controlades.
Les gabies es situaven en un cicle de dotze hores de llum i unes altres dotze
hores de foscor (s’encenien els llums a les 08:00 a.m.). Les rates gaudien
d’accés il-limitat de menjar (Scientific Animal Food & Engineering, Augy,
France) i aigua durant els cuatre dies d’habituacio al contacte amb els
experimentadors previ a la cirurgia. Tots els procediments es varen dur a
terme complint amb les directrius del consell de la Comunitat Europea per la
cura i Us d’animals de laboratori (86/609/ECC) i emparats sota 'autoritzacié
de la Generalitat de Catalunya (DOGC 2450 7/8/1997, DARP numero de
protocol 3046).

ii. Disseny experimental

L’organitzacio del experiment es pot entendre de manera resumida i
esquematica (Fig. 5) a través d’un esquema de les etapes per les quals
passa cada un dels subjectes experimentals i els periodes de temps
estipulats per a les mateixes. En esséncia es tracta d’un estricte calendari on
queden recollides les fases del experiment i el temps maxim del qual disposa
I’animal per assolir les tasques abans de ser considerat apte per la segtient
fase o descartat.

Per ordre, i a grans trets, les etapes a les quals es sotmeten els animals sén
les seglients: separacié més handling, operacié més postoperatori, privacio
(restriccid alimentaria) més habituacié al reforc a utilitzar durant la DVA
(pellets ensucrats), fases 1 i 2 de entrenament, adquisicié de la tasca de
discriminacio visual atencional (DVA), i DVA revertida (tres nivells de
dificultat). A través d’aquestes etapes un animal pot estar en fase
experimental entre quatre i 12,4 setmanes (les setmanes sén considerades
de cinc dies, entre dilluns i divendres).
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FIGURA 5. Esquema del disseny experimental dels experiments 1 i 2. Setmanes de cinc
dies (dilluns a divendres).

iii. Separacié, handling i restriccio alimentaria

Passats aproximadament tres mesos des del naixement dels subjectes, cada
dimarts s’individualitzaven quatre rates sota les condicions exposades en
I'apartat “Subjectes”. La separacié setmanal de quatre rates correspon a la
restriccid creada pels recursos del laboratori, doncs només es disposava de
quatre gabies experimentals o cambres operants (Skinner Boxes) per fer els
experiments.

Els tres dies posteriors a la separacié els animals van ser manipulats pels
investigadors sota la técnica anomenada handling. Aquest procediment
consisteix en recollir manualment els animals, treure’ls de les seves gabies
d’individualitzacio y tocar el seu cos (sempre equipats amb guants i bata de
laboratori) amb cura i progressiva intensitat per tal que I’animal desenvolupi
confianga amb els experimentadors i s’habitui al contacte huma.

A la setmana seglient es procedeix a realitzar les cirurgies de implantacié de
canules per tal de realitzar les futures microinfusions intracraneals, i també
es du a terme un seguiment post-operatori dels animals.

Un cop superada la setmana d’operacié i post-operatori, i a fi d’incrementar
la motivacié dels animals a la ingesta de pellets administrats com a reforg a
la Skinner Box del experiment, els subjectes varen ser sotmesos a una
restriccido de menjar. L’objectiu era aconseguir en el lapse de cinc dies que
els animals adoptessin una massa corporal entre el 80% i el 85% respecte al
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seu pes inicial (sota cap restriccid), per facilitar aspectes motivacionals,
donat que la DVA és de caire apetitiu. Els dos Ultims dies d’aquesta setmana
(dijous i divendres) els animals passaven per dues fases d’habituacié al
refor¢ positiu a utilitzar en la tasca. En la primera (dijous) es col-locava una
placa de Petri dins cada una de les gabies amb deu unitats de les boletes de
menjar apetitiu que després seran administrats com a reforg positiu dins les
Skinner Boxes, d’ara endavant anomenats pellets (45mg; BioServ,
Frenchtown, NJ). Es considerava que aquesta habituacié havia finalitzat un
cop I’animal havia consumit tots els pellets. Si I’'animal no consumia els
pellets en un lapse de temps de deu minuts es deixava la placa de Petri amb
els pellets restants dins la gabia fins I’endema. Per altra banda, en la segona
habituacié (divendres), la placa de Petri, contenint deu pellets era dipositada
davant del dispensador de menjar de les Skinner Boxes. L’animal era
introduit dins la Skinner Box adjudicada i s’activava el protocol informatic
d’habituacio, el qual consisteix en la simple inactivitat de la Skinner Box i el
funcionament del llum i soroll ambientals que es mantindra al llarg de les
fases experimentals. El protocol finalitzava després de 60 minuts i I’'animal
era retirat per tornar a les seves gabies d’individualitzacio sota la restriccio
alimentaria esmentada.

iv. Cirurgia esterotaxica

Els animals foren anestesiats mitjancant una barreja de ketamina (Ketolar,
90mg/Kg) i xilacina (Rompun, 8mg(kg) i posteriorment sotmesos a una
intervencio quirdrgica amb aparell esterotaxic (Stoeling, ST51904 Digital
Manipulators Arm, lllinois, USA) per implantar de manera cronica una canula
guia bilateral al nucli PF. Les coordenades esterotaxiques per arribar a
aquest nucli van ser: AP, -4,1mm des de bregma; ML, +/-1,0mm des de la
linia mitja; i DV, -6,5mm des de la superficie del crani (Paxinos & Watson;
1997). Cada canula guia bilateral estava composta per dos tubs metal-lics de
26-gauge que es projectaven 7mm des del pedestal (PlasticOne®, Bilaney
Consultants GMBH, Germany). Dins els tubs de la canula guia es va situar
dummy stylets estérils (PlasticOne®) per evitar 'oclusié dels tubs, i sobre el
pedestal de rosca un tap de plastic per evitar la perdua dels dummy stylets.
Després de la cirurgia, les rates es varen tornar a les seves gabies
d’individualitzacié durant set dies, en els que la rata fou manipulada i pesada
diariament. També cada dia les canules guia, els dummy stylets i els taps
varen ser comprovats. Si I’animal no mostrava cap tipus de complicacio en
aquesta setmana de post-operatori seguidament es sotmetia a la setmana
de privacio alimentaria descrita anteriorment i es distribuien els subjectes de
manera aleatoria en un dels quatre grups experimentals (500 PBS, 1000
PBS, 500 MUSCIMOL i 1000 MUSCIMOL).

64



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

V. Microinfusio

Les rates d’aquest experiment varen rebre infusions de tractament quimic
(muscimol o PBS) cinc minuts abans de les sessions d’adquisicié de DVA i
de les sessions de DVA revertida. Amb aquest proposit els subjectes van ser
curosament inmobilitzats durant el procediment. Primerament se’ls hi retirava
els dummy stylets i al seu lloc s’introduia un doble microinjector d’acer
inoxidable de 33-gauge (PlasticOne®) d’una llargada de 8mm, per aixi
projectar 1mm fora de la canula guia. Els microinjectors estaven seguits de
dos tubs de polietilé (PlasticOne®) conectats a dues xeringues de 10ul (SGE
Analytical Science, Cromlab S.L. Barcelona, Spain), les quals estaven
muntades a una bomba d’infusié (11 Plus Syringe Pump, Harvard Apparatus
Inc., USA). El muscimol (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) es va dissoldre en
PBS (Phosphate-bufferet saline, tampé fosfat sali, 0,1M, pH 7,4) per obtenir
una dosis de 0,6ug/pl. La solucioé es va infundir bilateralment (simultaniament
als dos hemisféris) amb un volum de 0,15pl/hemisferi durant 90 segons
(0,10ul/hemisferi per minut). Els microinjectors es varen deixar col-locats
durant un minut més després de la infusio per permetre la bona difusio de la
solucié i evitar un possible reflux en la extraccié dels microinjectors. La
dosis, volum, moment i durada de la infusié es basen en estudis previs
(Brown et.al, 2010). Les rates control varen rebre infusions de PBS sota les
mateixes condicions.

Vi. Tasca de discriminacié visual atencional (DVA)

La hipotesis d’aquest treball i els objectius que se’n deriven es posen a
prova mitjancant una tasca associativa de tipus operant. Una sort
d’aprenentatge pel qual I'animal adquireix el comportament de prémer una
palanca, a escollir entre dues, per tal d’obtenir refor¢ de tipus apetitiu. Per
escollir correctament la palanca reforgada caldra que I’'animal atengui a les
pistes visuals de tipus luminic que indiquen la palanca reforgada, sota la
dificultat de que aquest estimul visual pot ser de molt curta durada. Abans
d’arribar a la fase d’adquisicié de la DVA, és a dir, la fase propiament
experimental, aixi com les Ultimes sessions de DVA revertida, I’animal haura
de superar les fases d’entrenament progressiu previes a la DVA, amb la
intencié que I'animal parteixi d’un nivell minim de d’assimilacié de la tasca i
per poder confiar en que treballem amb subjectes presumiblement sota les
mateixes condicions cognitives.

La tasca DVA (entrenament, adquisicio i reversid) es du a terme dins i
mitjancant les cambres operants de tipus Skinner Box (25 x 25 x 25 cm; LE
1005CP, PanLab S.L.U.) situades dins cubicles atenuants del soroll exterior
(65 x 55 x 50 cm) equipats amb un llum ambiental centrat a I’aresta superior
del fons contrari a la porta del cubicle, i un petit ventilador que
proporcionava moviment de I'aire i soroll blanc (Fig. 6). Cada cambra
disposava de dues palanques retractils, localitzades a cada costat del
receptacle de menjar central on s’ofereix els pellets de reforg, els quals eren
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alliberats per un dispensador de pellets situat a I’exterior de la cambra.
L’esmentat receptacle pels pellets disposa d’una foto-cel-lula electronica a
mode de detector de presencia del cap de la rata en el moment d’ingesta del
pellet del receptacle. Un diode emissor de llum (circular) es troba centrat
sobre cada una de les palanques i serveix com a estimul, senyal
discriminable en I"aprenentatge. Cada cambra estava il-luminada per un Unic
llum (igual que els diodes anteriors) centrat a la part superior de la paret
contraria al receptacle i les palanques. Aquest tercer llum proporciona
informacid a I’animal sobre I'estat d’activitat de la cambra (House light). Tot
aquest equipament d’eines d’investigacié conductual que composen les
Skinner Boxes i la recopilacié de dades que proporcionen van ser controlats
mitjancant el software Packwin (PanLab S.L.U.).

Llums
senyalitzadores

Receptacle
(pellets)

Palanques
retractils

FIGURA 6. Esquema dels elements interns basics de les Skinner Box.

Vii. Entrenament

La fase d’entrenament de la DVA té dos objectius molt clars: permetre als
subjectes iniciar la fase de DVA entenent el funcionament basic de les
Skinner Box havent assimilat I’associacié de les conductes de prémer la
palanca correcte amb la disposici6 de reforc.
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La fase d’entrenament consta de dues etapes que es realitzen a llarg de la nit
(sessions overnight, des de les 19:00 fins les 10:00 del dia seglent). En la
primera, la rata inicia la tasca rebent 15 pellets de manera gratuita (un cada 5
segons). D’aquesta manera indiquem on I’animal trobara el menjar dispensat
(en el receptacle). A continuacid, només una palanca es fa operativa (surt de
la paret de la Skinner Box), la dreta o I'esquerra de manera aleatoria, i
aquesta esta il-luminada per I’estimul visual que es troba sobre la palanca
activa. La palanca i el llum es troben actius de manera indefinida fins que es
ddna la resposta de I’'animal (prémer la palanca). Després de cada una de les
respostes del subjecte la palanca s’endinsa (deixa de ser disponible) i
s’administra un pellet. Cada un dels assajos s’inicia 5 segons després de
I’administracio del pellet reforg. Un cop I’animal ha acumulat un total de 25
respostes, les dues palanques retractils apareixen al mateix temps, pero
només una d’elles esta associada a una senyal luminica i per tant associada
a un reforc. Una resposta correcte activara I’'administracié d’un pellet, com
anteriorment; pero una resposta incorrecte (prémer la palanca no il-luminada)
comportara 5 segons de time out, en els que tots i cada un dels llums de la
Skinner Box (els de sobre les palanques i el House light) s’apagaran, i només
quedara activa la llum ambiental de la cambra d’insonoritzacié i el ventilador.
L’objectiu del subjecte és arribar a realitzar 260 respostes correctes. Si ho
aconsegueix haura superat la primera fase del entrenament, i la proxima nit
podra iniciar la segona fase.

En la segona fase d’entrenament es repeteix I'Ultima etapa de la primera
fase. L’animal es troba de nou davant la presentacié de dues palanques, i
una d’elles senyalitzada amb un estimul visual fins que I’animal respon. La
resposta correcte i reforgada és prémer la palanca senyalitzada amb el llum.
Aquests assajos es repeteixen fins que I'animal aconsegueix 300 respostes
correctes (300 pellets). No obstant, interpretem que s’ha assolit
I’aprenentatge només si I’animal proporciona un percentatge de respostes
correctes igual o superior al 80% en dues nits consecutives.

Aquestes dues fases d’entrenament nocturnes no poden excedir les cinc
sessions (una per nit), i en elles els animals no reben cap tipus de tractament.

viii.  Adquisicid

La setmana seglent al entrenament s’inicia I’adquisicié de la tasca per
aquells animals que hagin superat el criteri d’aprenentatge de I’entrenament
(la fase previa). El periode d’adquisicié té una durada maxima de quinze dies
distribuits en tres setmanes: cinc sessions per setmana, una sessio de 40
minuts diaria.

Cinc minuts abans de cada sessio I’'animal és sotmeés al procés de
microinfusio descrit anteriorment. En aquest experiment els dos tractaments
administrats foren PBS per als animals control i muscimol per als animals
experimentals.
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Al llarg de les sessions diaries de 40 minuts els animals repetien assajos que
s’iniciaven amb la presentacio de les dues palanques experimentals
acompanyades d’un estimul visual de tipus luminic situat sobre la palanca
reforcada, la dreta o I’esquerra aleatoriament (Fig. 7A). Els animals sotmesos
a aquesta tasca han de prémer la palanca senyalada amb I’estimul visual per
tal d’obtenir el reforg (pellet). L’activitat luminica de I’estimul visual té una
durada maxima de 500ms o 1000ms depenent del grup experimental: 500
PBS, 500 MUSCIMOL, 1000 PBS i 1000 MUSCIMOL. Després d’una
resposta correcte les dues palanques es retrauen i el dispensador de menjar
posa un pellet en el receptacle d’ingesta. Cinc segons després s’inicia un
nou assaig. En canvi, després d’una resposta incorrecte les palanques es
retrauen, no s’administra pellet i la House light s’apaga durant cinc segons
(periode de time out). Sempre s’inicia un nou assaig després d’un resposta
correcte o incorrecte, fins acabar el temps de la sessié (40 minuts). En
aquesta tasca també es considera un nou tipus d’error: els errors d’omissio,
els quals s’enregistren quan I’animal no respon durant 15 segons després de
la presentacio de les palanques. Els errors d’omissié també comporten un
periode time out.

Un cop més, el criteri d’assoliment de la tasca és aconseguir un percentatge
de respostes correctes igual o superior al 80% en dues sessions
consecutives.

Adquisiciéo DVA Reversié DVA

FIGURA 7. Esquema simplificat de les contingéncies de estimul-resposta-refor¢ de la tasca
d’adquisicié de DVA (A) i de la tasca de reversié de DVA (B).

68



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

iX. Reversio

Només les rates que hagin assolit el criteri d’aprenentatge de la tasca
d’adquisicio sén sotmeses a la tasca de reversié la qual té un maxim de vint-
i-cinc sessions sota la mateixa distribucié que la tasca d’adquisicié. El criteri
d’assoliment és el mateix (=80% de respostes correctes en dues sessions
consecutives) i els grups experimentals no canvien, rebent el mateix
tractament cronic i mantenint la durada de I'estimul visual. L’Unica diferencia
respecte a la tasca d’adquisicié és que I'animal ha de prémer la palanca no
senyalitzada amb I’estimul visual per tal d’obtenir el reforc (reversié o
reversal) )(Fig. 7B). Aquesta diferencia, després d’assolir I'adquisicié
representa un repte per als animals en el que es posa a proba la seva
flexibilitat cognitiva, per aquest motiu la durada maxima de la tasca de
reversio és major. També amb la intencid de facilitar que els animals
assoleixin el nou procediment els sotmetem a dues sessions obligatories
prévies a la reversio esmentada. Aquestes dues sessions sén més facils. En
la primera sessio pre-reversio, la rata no entra en el periode de time out
després d’una resposta incorrecte, i a mode de pista, la llum del estimul es
torna a encendre repetidament després de cada resposta incorrecte
senyalant la palanca que no ha de prémer I’'animal. La insistencia de I'animal
i la manca d’administracié del reforc en les respostes incorrectes suposen un
procés d’extincio del aprenentatge previ i conviden a la rata a provar I’altre
palanca, obtenint llavors el reforg. En la segona sessio pre-reversio I'animal
no entra en periode time out després d’una resposta incorrecte, pero el llum
senyalitzador de la palanca incorrecte no es torna encendre si I’'animal torna
a prémer la palanca incorrecte; llavors només disposa d’un estimul lluminds
amb la durada maxima marcada per la pertinenca al seu grup experimental.
Després d’aquestes dues sessions especials, en la seglient sessio s’inicia la
tasca de reversié esmentada anteriorment.

X. Tasca de camp obert

Per provar els efectes del muscimol sobre I'activitat locomotora dels
subjectes s’ha utilitzat una tasca de camp obert. L’aparell emprat va ser una
superficie circular envoltada d’una paret al llarg del perimetre de la
circumferencia (50x50x35cm). El terra i la paret de I’'aparell eren blancs i
il-luminats amb un llum de 300 Ix. Cinc minuts després de la infusié (PBS o
muscimol) es va avaluar la seva activitat motora horitzontal mitja durant 10
minuts mitjancant un sistema de monitoritzacié (SMART, LEtica, Barcelona,
Spain). Es va registrar I'activitat motora en la superficie total i diferenciant les
zones interna i externa del camp obert: distancia, velocitat i nombre de
transicions entre zones.
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Xi. Histologia

Un cop superada I'avaluacioé conductual, les rates foren profundament
anestesiades amb una sobredosis de pentobarbital sodic (Dolethal,
Vetoquinol SA, Madrid, Espanya; 200mg/kg i.p.) i varen ser perfusionades
transcardiacament amb una soluci6 salina del 0,9% seguida de formalina al
10%. Les canules guia foren extretes amb cura i el cervells es van postfixar
amb la formalina 10% almenys 24 hores. Posteriorment es varen submergir
els cervells en una solucié de sucrosa al 30%. Un cop els cervells varen
absorbir la sucrosa es va seccionar cada un d’ells en talls coronals de 40pm
de gruix mitjangant un aparell criostat (Shandon Cryotome FSE, Thermo
Electron Corporation, Waltham, Masachusets, USA). Les seccions es van
muntar i tenyir amb violeta de cresil, es varen examinar sota un microscopi
optic (Olympus BX41; Olympus Optical CO, LTD, Tokyo, Japd) i finalment es
varen microfotografiar (Olympus DP70) les seccions on s’aprecia el lloc on es
trobava situada la canula guia.

Xii. Estadistica

Després de completar I'experiment i descartar tots els animals no valids (no
superen I’entrenament en DVA o 'analisi histologic no confirma la correcte
col-locacié de la canula guia) ens disposem a realitzar un analisis estadistic
de les tasques d’Adquisicié de la DVA, Reversié de la DVA i camp obert.

Primerament es va realitzar un analisi de la supervivencia per registrar el grau
de rendiment dels subjectes en les tasques de DVA. Seguidament,
comparacié de mitjanes (One Way ANOVA) per el percentatge de respostes
correctes, el nombre de omissions, els errors de palanca, la latencia de
resposta correcta, la laténcia de resposta incorrecta, la laténcia de conducta
d’ingesta i la preferencia per les palanques; i correlacions de Pearson entre
la preferencia per prémer una palanca i el rendiment en la tasca (percentatge
de respostes correctes). Finalment, en el cas de I'analisi estadistic de la
prova de camp obert es realitzaran comparacions de mitjanes de les dades
enregistrades.

Cal esmentar que degut a la naturalesa d’aquest experiment, I’analisi més
rellevant i representatiu de I’efecte del factor del grup experimental és
I’analisi de la supervivencia, que en aquest cas s’utilitza per registrar
I’assoliment del criteri d’aprenentatge de la tasca d’adquisicié i de reversio,
aixi com el moment en el que es dona. Cada cop que un animal supera la
prova és traslladat a la seglient etapa i deixa de registrar dades amb la resta
de subjectes. Aixi doncs la mostra de subjectes es va reduint al llarg de la
prova, per tant la resta d’analisis estadistics perden forgca a mida que es
succeeixen les sessions experimentals.
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3. Resultats

La mostra final, és a dir, el conjunt de subjectes valids per la recol-lecci6 de
dades y el seu posterior analisis esta format només pels animals que hagin
superat els criteris histologics i conductuals; i no hagin sofert problemes en
alguna de les etapes critiques del experiment (cirurgia, privacié calorica,
infusions previes a la tasca, etc).

Els subjectes que no superen la fase d’entrenament de la DVA, i per tant no
s’incorporin a la fase d’Adquisicié de la DVA, no formen part de la mostra
final, de la mateixa manera que tampoc ho faran aquells subjectes que hagin
patit algun tipus d’incident en la cirurgia o en el alguna de les altres etapes.

Al final del experiment i després de realitzar el procediment d’obtencié de
mostres histologiques tots els subjectes varen ser sotmesos a la verificacié
histologica de la col-locacio correcte de les canules guia bilaterals mitjangant
I'observacié de les seccions coronals del cervell de les rates amb el
microscopi. Les preparacions histologiques van ser analitzades i valorades
per tres investigadors. Tots ells desconeixien el grup experimental al qual
pertanyien els subjectes, aixi com també ignoraven el rendiment de cada
subjecte en les tasques conductuals. Per tant, I’'Unic objectiu dels
experimentadors en aquesta etapa fou detectar un senyal clar de la
presencia de la punta de la canula guia i el microinjector en el nucli PF, dins
I’area delimitada per el nucli comissural, el nucli talamic paraventral, el nucli
rostral intersticial, el nucli talamic posterior i el fascicle retroflexus (Fig. 8).
Per la mostra final només foren acceptats aquells animals llurs puntes de
canula es trobaven dins I’area del nucli PF bilateralment.

Llavors, d’una mostra inicial de vuitanta subjectes, només varen ser
considerats valids trenta-cinc, distribuits segons el seu grup experimental,
basat en la durada de I’estimul luminic i el tractament infés abans de la tasca
conductual: 500 PBS (n=9), 500 MUSCIMOL (n=9), 1000 PBS (n=8) i 1000
MUSCIMOL (n=9).

Atenent a la naturalesa del protocol utilitzat durant I’experiment resulta
important esmentar que els diferents grups experimentals no han mostrat
diferéncies significatives de percentatge de pes respecte les mesures inicials
del dia de separacio, i per tant podem inferir que la restriccio calorica que
motivava la seva cerca de pellets va ser equivalent entre els subjectes. En el
Grafic 1 observem un registre de les mitjanes de percentatge de pes en vuit
punts destacables de I’experiment (separacid, cirurgia, primer dia de privacio
alimentaria, cinquée dia de privacié alimentaria, primer dia de la tasca
d’adquisicio de la DVA, dese dia de la tasca d’adquisicié de la DVA, primer
dia de la tasca de reversié de la DVA i dese dia de la tasca de reversio de la
DVA) dividit per grups experimentals.
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FIGURA 8. (A) Representacié de les coordenades estereotaxiques del nucli PF on s' ha
implantat la canula bilateral (adaptat de Paxinos i Watson (1997). (B) Microfotografia de
seccid coronal de teixit cerebral tenyit amb violeta de cresil d’un subjecte representatiu on
s’observa la marca de la canula guia bilateral i dels microinjectors al PF. (C) Representacio
esquematica de la localitzacié de la punta de la canula guia en el PF dels subjectes
corresponents a la mostra final pels grups PBS-500 (quadrat blanc), MUSCIMOL-500
(quadrat negre), PBS-1000 (rodona blanca), MUSCIMOL-1000 (rodona negre). Adaptat de
Paxinos i Watson (1997).
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GRAFIC 1. Recull de mitjanes dels percentatges de pes dels diferents grups experimentals
en dies diferents, representatius de diferents fases de ’Experiment 1.

Analisi de la tasca d’Adquisicié de la DVA

Analisi de la Supervivencia

La corba de supervivencia de Kaplan-Meier és una poderosa eina d’analisi
estadistic que permet analitzar el comportament d’una mostra de la poblacio
donant testimoni dels subjectes que han experimentat un esdeveniment
concret i en quin moment exacte s’ha donat el fenomen. Normalment aquest
recurs s’ha emprat en estudis en els quals I'objectiu dels experimentadors
era tractar d’esbrinar I'index de mortalitat de varis grups, i aixi comparar
I’efecte de variables independents com la induccié de malalties o
I’administracio de tractaments. No obstant, en el nostre treball I’'analisi de la
supervivencia s’utilitza per coneixer la freqliencia d’assoliment del criteri
d’aprenentatge de la tasca, aixi com la sessié en la que s’assoleix aquest
criteri (=80% de respostes correctes en dues sessions consecutives). Els
subjectes només disposaven de quinze sessions (una sessio al dia) per
assolir el criteri d’aprenentatge marcat.

Els resultats obtinguts (Taula 6) mostren el nombre d’esdeveniments
presentats en cada grup experimental, és a dir el nombre de rates que
superen el criteri d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA dins dels
quinze dies disponibles. Per altra banda també disposem de la sessio
concreta en la que els subjectes que pertanyen a cada grup experimental
assolien el criteri d’aprenentatge, aixi com els subjectes que es varen quedar
“enrere” al no assolir el criteri, i no varen continuar en la darrera fase
experimental (Reversié de la DVA)(Taula 7).
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Grup exp. N total N d’ esdeveniments % d’assoliment
500 PBS 9 5 55,6%
1000 PBS 8 7 87,5%

500 MUSCIMOL 9 4 44,4%
1000 MUSCIMOL 9 6 66,7 %
TOTAL 35 22 62,9%

TAULA 6. Recull del nombre total de subjectes de cada grup experimental i el nombre i
percentatge corresponent de subjectes de cada grup que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA.

Grup exp. Temps Estatus

7 Assolit

8 Assolit

8 Assolit

10 Assolit

500 PBS 13 Assolit

-- No assolit

-- No assolit

-- No assolit

-- No assolit

Assolit

Assolit

Assolit

1000 PBS Assolit

2
3
3 Assolit
4
6
8

Assolit

11 Assolit

-- No assolit

Assolit

7 Assolit

7 Assolit

15 Assolit

500 MUSCIMOL -- No assolit

-- No assolit

-- No assolit

-- No assolit

-- No assolit

Assolit

Assolit

Assolit

1000 MUSCIMOL

4

7

8

9 Assolit
9 Assolit
9

Assolit

-- No assolit

XN |BR|[WIN(=|O|R(N|O|N[R[WIN(=|O|N|O[(O|AR[WIN|=|O(0 N[O [WIN|—=
N

-- No assolit

©
]
i

No assolit

TAULA 7. Recull dels subjectes de cada grup experimental que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA (caselles de color verd), aixi com la sessi6
experimental en la qual es va donar tal assoliment (columna Temps).
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El analisi de la supervivencia mostra diferencies estadisticament
significatives entre els grups experimentals (Breslow, X*(3, N=35)=8,094;
p=0,044). No obstant, una manera molt entenedora de visualitzar les dades
és projectant una representacio grafica de I’analisi de la supervivencia (Fig.
9). En el grafic de 'analisi de la supervivencia podem observar com a través
de les sessions disponibles (eix d’abscisses) els subjectes dels diferents
grups experimentals van assolint el criteri d’aprenentatge. Cada grad
simbolitza cassos d’assoliment del criteri d’aprenentatge i al mateix temps
I’extraccio dels animals que han superat la tasca per introduir-los a la
seglent fase del experiment. Aixo implica una reduccio de subjectes al llarg
de les sessions de la fase d’adquisicié de la DVA. En el eix d’ordenades
s’especifica quin percentatge del grup experimental corresponent ha arribat
a assolir el criteri d’aprenentatge establert. Per tant, un grup amb un fort
rendiment en la tasca presentara una corba de supervivencia distribuida per
sobre de les altres (major percentatge de subjectes que han assolit la tasca) i
situada a I’esquerra de I’'area del grafic (menys sessions requerides per
assolir la tasca).

Mitjancant aquest analisi podem observar com el grup 1000 PBS mostra un
millor rendiment en la tasca, mentre la resta de grups es troben més
desfavorits per les seves condicions experimentals.

100 =

@== 500ms - PBS

@==s 1000ms - PBS
N— 500ms - MUSCIMOL
@ 1000ms - MUSCIMOL

80 —f

60 =

—

20 —

Percentatge de casos que superen
el criteri d'aprenentatge

I 1 1 1
0 5 10 15 20

Sessié d'Adquisicié en que s’assoleix
el criteri d’'aprenentatge

FIGURA 9. Grafic d’analisi de la supervivencia en I'assoliment del criteri d’aprenentatge de
la tasca d’adquisicié de la DVA de I’Experiment 1.
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Comparacié de mitjanes

En els 40 minuts de durada de cada una de les sessions d’adquisicio de la
DVA el protocol informatic que controla cada una de les Skinner Box també
recull tots i cada un dels inputs que proporciona I’animal o I'absencia
d’aquests mitjancant els sensors presents dins la gabia. D’aquesta manera
s’ha pogut recollir el comportament rellevant de I’animal en cada sessio i
contextualitzar aquestes respostes en cada un dels assajos compresos en
les esmentades sessions.

Els sensors d’activacio de les palanques retractils recullen informacié sobre
el nombre de vegades i el moment exacte en el que I’'animal prem cada una
d’elles, i el sensor situat dins el receptacle on es dispensen els pellets
proporciona informacié sobre la presencia del cap de I'animal dins d’aquesta
cavitat. Per tant podem monitoritzar la conducta operant i la conducta
d’ingesta; i probablement inferir d’aquestes dades el rendiment de I’'animal i
la motivacio en la recerca de menjar.

Un cop recollides les dades s’ha comparat entre elles les mitjanes que
presenten cada un dels grups experimentals al llarg de les quinze sessions
experimentals de la tasca d’adquisicid. Les mitjanes comparades més
rellevants corresponen a les seguents variables de la DVA:

* Percentatge de respostes correctes: del nombre total d’assajos, es
tracta del nombre d’assajos en els que el subjecte ha presentat una
conducta operant adequada que en el protocol desemboca en
I’administracié de un pellet (Taula 10, Taula 11 i Grafic 2).

* Nombre d’omissions: recompte del nombre d’errors que
desemboquen a un estatus de time out dins les Skinner Box degut a la
no resposta per part del animal durant 15 segons després de la
presentacio del estimul luminic i les palanques retractils (Taula 11).

* Errors “de palanca”: recompte del nombre d’errors que
desemboquen a un estatus de time out dins les Skinner Box degut a la
resposta operant del subjecte dirigida a la palanca retractil
equivocada (Taula 11).

* Latéencia en respostes correctes: temps transcorregut entre la
presentacio del estimul luminic i la resposta operant desembocant en
I’administracio d’un pellet (Taula 11).

* Latencia en respostes incorrectes: temps transcorregut entre la
presentacio del estimul luminic i la resposta operant desembocant a
un estatus de time out (Taula 11).

» Latencia en conducta d’ingesta: temps transcorregut entre la
resposta operant correcte i la conducta d’introduir el cap en el
receptacle on s’administra els pellets (Taula 11).

* Preferéncia per una palanca: diferencia entre el nombre de vegades
que s’escull la palanca 1 (dreta) respecte el nombre de vegades que
s’escull la palanca 2 (esquerra) (Taula 11).
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Sessid Grup exp. N Mitjana D.E. Sig.

1 500 PBS 9 61,016 8,2434 0,003
1000 PBS 8 72,430 11,2753
500 MUSCIMOL 9 54,639 5,1849
1000 MUSCIMOL 9 54,337 13,7417

2 500 PBS 9 60,279 11,8167 0,000
1000 PBS 8 77,968 7,3588
500 MUSCIMOL 9 57,131 7,1456
1000 MUSCIMOL 9 52,055 16,3083

3 500 PBS 9 59,035 9,8870 0,003
1000 PBS 7 81,983 7,6937
500 MUSCIMOL 9 58,490 14,1501
1000 MUSCIMOL 9 47,579 26,0466

4 500 PBS 9 60,629 12,9077 0,016
1000 PBS 5 76,729 4,6558
500 MUSCIMOL 9 55,437 11,6168
1000 MUSCIMOL 9 45,404 25,0986

5 500 PBS 9 62,663 14,0210 0,036
1000 PBS 4 79,814 3,2908
500 MUSCIMOL 8 47,022 21,0376
1000 MUSCIMOL 8 48,029 26,2732

6 500 PBS 9 65,682 13,5384 0,016
1000 PBS 4 76,333 8,5892
500 MUSCIMOL 8 64,571 13,0866
1000 MUSCIMOL 8 42,433 26,9540

7 500 PBS 9 71,287 14,8232 0,867
1000 PBS 3 71,314 13,1699
500 MUSCIMOL 8 65,606 14,5574
1000 MUSCIMOL 8 67,626 16,6661

8 500 PBS 8 68,896 16,0109 0,435
1000 PBS 3 75,913 5,7493
500 MUSCIMOL 6 61,988 16,9199
1000 MUSCIMOL 7 75,689 17,3062

9 500 PBS 6 56,935 16,1678 0,458
1000 PBS 2 68,335 11,3449
500 MUSCIMOL 6 57,653 14,8480
1000 MUSCIMOL 7 70,554 21,4219

10 500 PBS 6 61,724 14,2014 0,292
1000 PBS 2 79,924 7,2375
500 MUSCIMOL 6 59,483 13,9262
1000 MUSCIMOL 3 57,918 11,2054

11 500 PBS 5 63,585 12,2951 0,201
1000 PBS 2 77,764 10,3503
500 MUSCIMOL 6 61,503 19,4563
1000 MUSCIMOL 3 44,868 15,1923

12 500 PBS 5 67,503 13,5560 0,421
1000 PBS 1 78,222 --
500 MUSCIMOL 6 57,296 13,4565
1000 MUSCIMOL 3 54,719 21,0883

13 500 PBS 5 64,035 15,2042 0,312
1000 PBS 1 79,116 --
500 MUSCIMOL 6 54,433 6,9849
1000 MUSCIMOL 3 52,048 22,6772

14 500 PBS 4 63,072 17,5903 0,843
1000 PBS 1 78,017 --
500 MUSCIMOL 6 66,475 13,1066
1000 MUSCIMOL 3 66,080 14,1206

15 500 PBS 0 -- -- --
1000 PBS 1 80,738 --
500 MUSCIMOL 1 85,266 --
1000 MUSCIMOL 0 -- --

TAULA 10. Comparaci6 de mitjanes i desviacié estandard del nombre de respostes
correctes al llarg de les quinze sessions de la tasca d’adquisicio de la DVA per part dels
diferents grups experimentals.
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El percentatge de respostes correctes es pot interpretar com la mesura
directa del rendiment de cada un dels subjectes en la DVA. Donat que el
protocol experimental es va dissenyar per retirar els subjectes de la tasca un
cop aquests superessin el criteri d’aprenentatge, al llarg de les sessions, la
mostra original es redueix considerablement a mida que avanca
I’experiment. Aquest fenomen explica alldo que podem observar en les taules
10i 11 i en el grafic 2. En la majoria d’ambits conductuals analitzats
mitjangant la comparacié de mitjanes només trobem un fort i consistent
patré de diferencies significatives en les cinc o sis primeres sessions
experimentals de la tasca d’adquisicié de la DVA, que és quan es disposa
d’una mostra més gran de subjectes per grup.

M 500 PBS

| 1000 PBS & 500 MUSCIMOL = 1000 MUSCIMOL

920

67,5

45

% Respostes correctes

22,5

0 I I I I I I I I I I I I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sessions d’Adquisicio de la DVA
GRAFIC 2. Mitjanes del percentatge de respostes correctes a llarg de les sessions de la
tasca d’adquisicié de la DVA del Experiment 1, dividit per grups.

Sessi6 % resp. N. Errors “de L. resp. L. resp. = Pl (22
essio . ” . conducta una
correctes d’omissions palanca correctes incorrectes ”
d’ingesta palanca
1 0,003 0,020 0,003 0,000 0,001 0,000 0,005
2 0,000 0,017 0,000 0,002 0,002 0,001 0,962
3 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,969
4 0,016 0,000 0,000 0,005 0,000 0,009 0,359
5 0,036 0,033 0,014 0,031 0,004 0,041 0,654
6 0,016 0,011 0,055 0,100 0,073 0,001 0,985
7 0,867 0,391 0,927 0,080 0,045 0,189 0,452
8 0,435 0,318 0,118 0,264 0,019 0,024 0,799
9 0,458 0,915 0,292 0,695 0,164 0,287 0,522
10 0,292 0,590 0,511 0,193 0,311 0,252 0,939
11 0,201 0,289 0,464 0,006 0,091 0,002 0,488
12 0,421 0,326 0,644 0,024 0,006 0,308 0,455
13 0,312 0,419 0,563 0,041 0,023 0,173 0,781
14 0,843 0,925 0,673 0,086 0,003 0,317 0,979
15 - - - - - - -

TAULA 11. index de significacié de les comparacions de mitjanes dels diferents ambits
conductuals de la tasca d’adquisicié de la DVA. En verd es troben senyalitzades els index
estadisticament significatius.

78




Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

De la mateixa manera que el grup 1000 MUSCIMOL presenta un rendiment
menor en comparacio a la resta de grups en la tasca d’adquisicié de la DVA
(percentatge de respostes correctes menor) podem veure com les variables
que mostren el mateix grau de diferencies en les mateixes sessions van en
correspondéncia directa. Aixi doncs el nombre d’omissions, les laténcies en
respostes correctes i incorrectes i les latencies de conducta d’ingesta son
més elevades en el grup 1000 MUSCIMOL respecte a la resta de grups,
probablement afectant al rendiment final. No obstant, les diferencies entre
grups gque es mostren en les sessions entre la 11 i la 14 van en direccio
oposada, doncs les diferencies individuals dels pocs subjectes restants del
grup 1000 PBS marquen les diferencies entre els grups. Per altra banda, la
variable que recull el nombre d’errors comesos per prémer la palanca
incorrecte mostra diferencies principalment en funcio del nivell de difultat de
la tasca, essent els grups amb estimuls lluminosos de 500ms de durada els
que mostren major nombre d’errors.

A primera vista, el darrer ambit conductual analitzat, la preferencia per una
de les dues palanques, sembla no tenir valor descriptiu. No obstant aquestes
dades requereixen un altre tipus d’analisis per revelar el seu potencial: la
correlacié de Pearson. Aquesta eina estadistica pretén esbrinar el nivell de
relacié existent entre els valors que pren una variable dependent amb els
valors d’una altra variable dependent. D’aquesta manera podem coneéixer per
exemple la correspondéencia entre els valors que pren el percentatge de
respostes correctes i la preferencia per una de les dues palanques, creuant
les dades per cada una de les sessions. La correlacié de Pearson pot
prendre un valor compres entre el 1 i el -1, en funcid de si la correlacié és
positiva o negativa, respectivament, essent el valor 0 el testimoni d’absencia
de correlacio. Els resultats es poden veure en la Taula 12.

Sessid Correlacié de Pearson Significacio
1 -0,034 0,847
2 0,034 0,848
3 -0,090 0,611
4 -0,014 0,940
5 0,132 0,490
6 0,086 0,658
7 0,224 0,251
8 0,290 0,169
9 -0,174 0,452
10 0,109 0,678
11 0,154 0,569
12 -0,056 0,843
13 -0,057 0,841
14 0,235 0,418
15 I e

TAULA 12. Correlacié de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per una de les palanques” (dreta — esquerra).
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Els resultats observats en la Taula 12, amb correlacions bidireccionals i
sense cap significacio al llarg de les sessions poden ser deguts a la
naturalesa de la variable de preferencia per una de les palanques, la qual és
simplement la diferencia entre el nombre de vegades que el subjecte prem la
palanca dreta i el nombre de vegades que el subjecte prem la palanca
esquerra. D’aquesta manera, apareixen valors positius (preferencia per la
palanca dreta) en contraposicio a valors negatius (preferéencia per la palanca
esquerra). Per tal de resoldre aquest contratemps es pot optar per convertir
els valors de la variable a nombres absoluts (tots positius). Aixi s’obté una
variable que representa la preferencia dels animals per qualsevol de les
palanques per sobre de la palanca oposada (sense distincio). Aixi doncs la
correlacié de Pearson descrita en la Taula 12 té la seva versié en termes
absoluts en la Taula 13.

Sessid Correlacio de Pearson Significacio
1 -0,377 0,025
2 -0,290 0,092
3 -0,117 0,510
4 -0,067 0,715
5 -0,116 0,549
6 -0,171 0,376
7 -0,583 0,001
8 -0,239 0,261
9 -0,210 0,361
10 -0,414 0,098
11 -0,199 0,460
12 -0,678 0,005
13 -0,543 0,036
14 -0,557 0,039
15 I e

TAULA 13. Correlacio de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per qualsevol de les palanques” (sense distincid), en la
tasca d’adquisicié de la DVA.

Per una banda, la comparacié de mitjanes ens permet esbrinar si la
pertinenca a un dels quatre grups experimentals té efectes en el nivell de
preferencia per una palanca per sobre de I'altra, o el que es podria
interpretar com una fixacidé per un comportament repetitiu, revelant una
manca d’aprenentatge del condicionament operant, o un efecte del
tractament. En canvi, la correlacié de Pearson, especialment la versido amb
valors absoluts ens descriu un fenomen altament previsible. Les correlacions
negatives observades en la Taula 13 mostren que una preferencia major per
qualsevol de les palanques esdevé contraproduent pel rendiment de I’animal,
expressat en el percentatge de respostes correctes. La distribucié de la
palanca reforcada es presenta de manera aleatoria, per tant una conducta no
repetitiva resulta més eficag. En canvi, si I’animal no assimila el
condicionament operant de manera clara, i opta per un comportament
menys exigent en esforg fisic i cognitiu (prémer una sola palanca), tendira a
rebre només un nombre de pellets al voltant del 50% del total d’assajos. En
les dades obtingudes veiem com els resultats de les darreres sessions
reuneixen major significacid. Aixo probablement sigui degut al reduit nombre
de subjectes que es troben en aquestes sessions, els quals segurament
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romanen en la fase d’adquisicié durant més sessions i fins i tot no assoleixen
el criteri d’aprenentatge, perque no han superat la conducta de resposta
repetitiva de prémer una de les dues palanques. De fet, el grau de
significacié de la correlacié de Pearson entre la preferencia per qualsevol de
les palanques global de totes les sessions i una nova variable que indica la
sessid en que I'animal assoleix el criteri d’aprenentatge és de p<0,001.

Analisi de la tasca de Reversioé de la DVA

Analisi de la Supervivencia

El mateix analisi estadistic descrit en 'apartat anterior s’ha realitzat per
comparar el rendiment entre els grups experimentals també en la tasca de
reversié de la DVA, la qual recordem que consisteix en un canvi de la
contingencia del condicionament instrumental adquirit en la tasca
d’adquisicio de la DVA. D’aquesta manera en la tasca de reversid de la DVA
els subjectes han d’assolir el mateix criteri d’aprenentatge, pero en aquesta
ocasio per aconseguir el reforc positiu (pellets) han de dirigir la seva resposta
conductual sobre la palanca no senyalitzada amb I’estimul luminic. S’espera
que d’aquesta manera es pugui avaluar la flexibilitat cognitiva del subjecte.

Es evident que la tasca de reversi6 és més complexa d’assimilar per I’animal,
especialment després de passar varies sessions en la tasca d’adquisicio i
assolir el criteri d’aprenentatge d’aquella etapa. Per aquest motiu, el nombre
de sessions disponibles per assolir el criteri d’aprenentatge sén vint-i-cinc
sessions.

Grup exp. N total N d’ esdeveniments % d’assoliment
500 PBS 5 4 80,0%
1000 PBS 7 5 71,4%

500 MUSCIMOL 4 3 75,0%
1000 MUSCIMOL 6 1 16,7%
TOTAL 22 13 59,1%

TAULA 8. Recull del nombre total de subjectes de cada grup experimental i el nombre i
percentatge corresponent de subjectes de cada grup que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA.

Els resultats obtinguts (Taula 8) mostren el nombre d’esdeveniments
presentats en cada grup experimental, és a dir el nombre de rates que
superen el criteri d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA dins dels
vint-i-cinc dies disponibles. Per altra banda també disposem de la sessio
concreta en la que els subjectes que pertanyen a cada grup experimental
assolien el criteri d’aprenentatge, aixi com els subjectes que no varen assolir
el criteri d’aprenentatge d’aquesta darrera fase del experiment (Taula 9).

81




Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barrés
Grup exp. Temps Estatus
1 7 Assolit
2 13 Assolit
500 PBS 3 15 Assolit
4 19 Assolit
5 -- No assolit
1 10 Assolit
2 13 Assolit
3 14 Assolit
1000 PBS 4 17 Assolit
5 18 Assolit
6 -- No assolit
7 -- No assolit
1 21 Assolit
2 23 Assolit
500 MUSCIMOL 3 o2 Assolit
4 -- No assolit
1 21 Assolit
2 -- No assolit
1000 MUSCIMOL 3 - No assolit
4 -- No assolit
5 -- No assolit
6 -- No assolit

TAULA 9. Recull dels subjectes de cada grup experimental que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA (caselles de color verd), aixi con la sessid

experimental en la qual es va donar tal assoliment (columna Temps).

L’analisi estadistic de la supervivencia indica que, malgrat observar-se un
tendencia, les diferencies entre grups no sén significatives (Breslow,
X%(3,N=22)=7,134; p=0,068). No obstant, es pot veure com el grups amb
administracié de muscimol triguen molt més a assolir I'aprenentatge.

100 —
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Percentatge de casos que superen
el criteri d'aprenentatge
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T I | |
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Sessidé de Reversié en que s'assoleix
el criterl d'aprenentatge
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FIGURA 10. Grafic d’analisi de la supervivéncia en I’assoliment del criteri d’aprenentatge de
la tasca de reversié de la DVA del Experiment 1.
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Comparacié de mitjanes

Els mateixos analisis de comparacié de mitjanes que s’han realitzat en la
tasca d’adquisicié de la DVA també s’han realitzat en la tasca de reversio de
la DVA. Per tant també s’ha posat a prova el paper de la pertinenga a un
grup experimental en cada un dels ambits conductuals monitoritzats
mitjancant el protocol de les Skinner Boxes: percentatge de respostes
correctes, nombre d’omissions, errors “de palanca”, laténcia en respostes
correctes, latencia en respostes incorrectes, latencia en conducta d’ingesta i
preferencia per una palanca. No obstant, cal tenir en compte que degut al
establiment d’un criteri d’aprenentatge en la tasca d’adquisicio de la DVA,
aixi com un limit de sessions per assolir aquest criteri, es produeix una
notable pérdua de subjectes de la mostra valida. D’aquesta manera, en
I’analisi estadistic de la tasca de reversié només es disposa de les dades de
vint-i-dos subjectes, i aquesta reduida mostra segueix minvant al llarg de les
sessions de la tasca de reversid. També val a dir, que el nombre de
subjectes que pertanyen a cada grup experimental és relativament
desequilibrat si es compara amb la mostra que va iniciar la tasca
d’adquisici6 de la DVA.

La taula 14 mostra el grau de significacié de la comparacio de mitjanes
entre els grups experimentals en els ambits conductuals estudiats en la
tasca de reversié de la DVA.

L, %resp. N. Errors “de L. resp. L. resp. = A (72
Sessid e " . conducta una
correctes d’omissions palanca correctes incorrectes v
d’ingesta palanca
1 0,090 0,520 0,591 0,291 0,455 0,003 0,879
2 0,179 0,138 0,568 0,504 0,573 0,039 0,927
3 0,185 0,433 0,527 0,556 0,764 0,166 0,973
4 0,447 0,325 0,807 0,443 0,775 0,177 0,953
5 0,658 0,641 0,739 0,344 0,637 0,227 0,942
6 0,664 0,661 0,580 0,030 0,282 0,195 0,928
7 0,636 0,869 0,713 0,481 0,489 0,020 0,756
8 0,529 0,452 0,875 0,801 0,853 0,241 0,812
9 0,213 0,663 0,735 0,288 0,874 0,044 0,355
10 0,141 0,864 0,564 0,958 0,946 0,201 0,346
11 0,720 0,593 0,824 0,989 0,924 0,626 0,393
12 0,532 0,598 0,678 0,904 0,781 0,531 0,524
13 0,721 0,456 0,813 0,890 0,894 0,236 0,228
14 0,161 0,548 0,978 0,634 0,957 0,071 0,069
15 0,403 0,502 0,393 0,401 0,644 0,034 0,144
16 0,237 0,576 0,889 0,750 0,818 0,001 0,587
17 0,582 0,618 0,979 0,535 0,417 0,025 0,486
18 0,582 0,649 0,893 0,258 0,340 0,045 0,814
19 0,222 0,759 0,345 0,363 0,497 0,022 0,660
20 0,292 0,856 0,176 0,248 0,264 0,068 0,228
21 0,175 0,602 0,144 0,217 0,293 0,068 0,303
22 0,279 0,598 0,259 0,265 0,284 0,015 0,251
23 0,269 0,547 0,263 0,436 0,404 0,090 0,252
24 0,418 0,519 0,146 0,383 0,239 0,259 0,231
25 -- -- -- -- -- -- --

TAULA 14. index de significacié de les comparacions de mitjanes dels diferents ambits
conductuals de la tasca de reversio de la DVA. En verd es troben senyalitzades els index
estadisticament significatius.
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Sessid Correlacioé de Pearson Significacio
1 0,498 0,018
2 0,563 0,006
3 0,527 0,012
4 0,089 0,695
5 -0,600 0,003
6 -0,341 0,120
7 -0,381 0,080
8 -0,546 0,011
9 -0,405 0,069
10 -0,400 0,073
11 -0,512 0,021
12 -0,412 0,071
13 -0,569 0,009
14 -0,351 0,153
15 -0,230 0,374
16 -0,652 0,006
17 -0,616 0,011
18 -0,644 0,010
19 -0,386 0,173
20 -0,553 0,050
21 -0,705 0,010
22 -0,724 0,018
23 -0,688 0,028
24 -0,773 0,015
25 -—-= -—-=

TAULA 15. Correlacio de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per qualsevol de les palanques” (sense distincid), en la
tasca de reversié de la DVA.

Observant les dades obtingudes dels analisis de comparacié de mitjanes
(Taula 14) podem veure com |'efecte de la pérdua de mostra en la tasca
d’adquisicio produeix una davallada en la sensibilitat de I’eina estadistica i
quasi no s’observen diferencies significatives entre grups en els ambits
cognitius estudiats. Cal tenir en compte, que la majoria de subjectes amb un
baix rendiment, que proporcionaven majors diferencies entre grups han
quedat descartats per participar en la tasca de reversié de la DVA, ja que
primerament no han assolit el criteri d’aprenentatge en la tasca d’adquisicio
de la DVA. Només s’observen diferencies significatives en algunes de les
sessions en el ambit de Latencia de la conducta de ingesta; a priori, un
parametre emprat en mesurar el nivell de motivacié. Sembla ser que les rates
que pertanyen al grup 1000 MUSCIMOL mostren un cert alentiment en el seu
desplacament previ al consum dels pellets en el receptacle on es dispensa el
reforg positiu.

Per altra banda, la taula 15, de la mateixa manera que la taula 13, ens mostra
un cop més, la relacié inversament proporcional entre el grau de fixacié de
I’animal de prémer una sola palanca i el nivell de rendiment en la tasca. Aixi
doncs, si un animal no assimila la nova contingencia que marca la tasca de
reversio de la DVA pot arribar a explorar i assimilar una estrategia basada en
I'estalvi energétic. Es adir, podriem parlar d’animals que lluny de descobrir el
funcionament del protocol prefereixen gaudir del refor¢ aleatori amb un 50%
d’encerts, i concentrar els seus esforgos fisics i cognitius en prémer només
una palanca, en detriment d’una conducta més activa que els podria
proporcionar un major nombre de pellets per la seva ingesta.
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Tasca de camp obert

Amb la intencié de descartar un possible efecte del tractament de muscimol
sobre la conducta motora dels subjectes, una mostra de 14 subjectes valids
distribuits en funcié del farmac administrat al nucli PF varen ser seleccionats
per sotmetre’s a un test en un laberint de camp obert durant 10 minuts, tal i
com es descriu al 'apartat Materials i metodes d’aquest treball. Els animals
estudiats no varen presentar diferencies significatives en funcié del grup
experimental al que pertanyien en els parametres recollits: distancia
recorreguda (F(1,14)=0,208; p=N.S), velocitat (F(1,14)=0,208; p=N.S) i
nombre de transicions entre arees (F(1,14)=0,218; p=N.S).
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(c) Experiment 2: Efectes de la infusié intracerebral de DCS al CPL sobre
la reversid del deficit cognitiu induit per la inactivacioé temporal del
nucli PF del talem, en rates.

1. Objectiu experimental

Un cop realitzat I’experiment 1 podem partir d’un model animal de deficit
cognitiu basat en la inactivacié temporal del PF mitjangant I’'administracio de
muscimol (agonista GABAa) en el mateix nucli via transcraneal. L’experiment
2, en canvi, aborda de manera completa la hipotesis plantejada al inici
d’aquest apartat i permet donar resposta al plantejament general del present
treball de recerca. Per tant en I’'experiment 2 es posa a prova |'efecte
terapeutic de I’administracié intracerebral de DCS en subjectes llur
capacitats cognitives foren minvades artificialment. S’espera que la pérdua
de influencia glutamatergica del nucli PF sobre el CPL pugui ser revertida per
la modulacié dels receptors NMDA del CPL induida per I’administracio de la
DCS.

Les proves emprades seran les mateixes que les utilitzades en I’Experiment
1, les tasques d’adquisicié i reversio de la DVA. Aixi doncs el disseny
experimental consistira en reproduir el procés de I’experiment 1 , pero
establint quatre grups experimentals diferents basats en la combinacio
farmacologica administrada en el nucli PF (PBS o Muscimol) i en el nucli CPL
(PBS o DCS). En I’'Experiment 2 s’ha escollit un sol nivell de dificultat en
funcié de la durada del estimul lluminds (1000ms), per evitar que una
dificultat superior contamini les possibles diferencies entre els grups
experimentals. Per tant els grups experimentals sén: PBS - PBS, PBS -
MUSCIMOL, DCS - PBS i DCS - MUSCIMOL.

2. Materials i metodes
i. Subjectes

Setanta-dues rates mascle adultes del tipus Wistar procedents del estabulari
del nostre laboratori (mitjana d’edat=93,46 dies, DS=3,52; pes
mitja=357,55g, DS=26,53, al comencament del experiment) foren
individualitzades en gabies de plastic transparents (50 x 22 x 14cm), a un
temperatura (20-23°C) i una humitat (40-70%) ambientals controlades. Les
gabies es situaven en unt cicle de dotze hores de llum y unes altres dotze
hores de foscor (s’encenien els llums a les 08:00 a.m.). Les rates gaudien
d’accés il-limitat de menjar (Scientific Animal Food & Engineering, Augy,
France) i aigua durant els quatre dies d’habituacié al contacte amb els
experimentadors previ a la cirurgia. Tots els procediments es varen dur a
terme complint amb les directrius del consell de la Comunitat Europea per la
cura i Us d’animals de laboratori (86/609/ECC) i emparats sota 'autoritzacié
de la Generalitat de Catalunya (DOGC 2450 7/8/1997, DARP numero de
protocol 3046).
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ii. Disseny experimental

L’organitzacio del experiment es pot entendre de manera resumida i
esquematica (Fig. 5) a través d’un resum de les etapes per les quals passa
cada un dels subjectes experimentals i els periodes de temps estipulats per
a cada una d’aquestes etapes. En esséencia es tracta d’un estricte calendari
on queden recollides les fases del experiment i el temps maxim del qual
disposa I'animal per assolir les tasques abans de ser considerat apte per la
seguent fase o descartat.

Per ordre, i a grans trets, les etapes a les quals es sotmeten els animals sén
les seglients: separacié més handling, operacié més postoperatori, privacio
(restriccidé alimentaria) més habituacié a pellets apetitius, fases 1i 2 de
entrenament, adquisicio de la tasca de discriminacio visual atencional (DVA),
i DVA revertida (tres nivells de dificultat). A través d’aquestes etapes un
animal pot estar en fase experimental entre quatre i 12,4 setmanes (les
setmanes son considerades de cinc dies, entre dilluns i divendres).

ii. Separacié, handling i restriccio alimentaria

Passats aproximadament tres mesos des del naixement dels subjectes, cada
dimarts s’individualitzaven quatre rates sota les condicions exposades en
I'apartat “Subjectes”. La separacio setmanal de quatre rates correspon a la
restriccid creada pels recursos del laboratori, doncs només es disposava de
quatre gabies experimentals o cambres operants (Skinner Boxes) per fer els
experiments.

Els tres dies posteriors a la separacié els animals van ser manipulats pels
investigadors sota la tecnica anomenada handling. Aquest procediment
consisteix en recollir manualment els animals, treure’ls de les seves gabies
d’individualitzacio y tocar el seu cos (sempre equipats amb guants i bata de
laboratori) amb cura i progressiva intensitat per tal que I’'animal desenvolupi
confianga amb els experimentadors i s’habitui al contacte huma.

A la setmana seglent es procedeix a realitzar les cirurgies de implantacié de
canules per tal de realitzar les futures microinfusions intracraneals, i també
es du a terme un seguiment post-operatori dels animals.

Un cop superada la setmana d’operacié i post-operatori, i a fi d’incrementar
la motivacio dels animals a la ingesta de pellets administrats com a reforg a
la Skinner Box del experiment, els subjectes varen ser sotmesos a una
restriccio de menjar. L’objectiu era aconseguir en el lapse de cinc dies que
els animals adoptessin una massa corporal entre el 80% i el 85% respecte al
seu pes inicial (sota cap restriccid). Els dos ultims dies d’aquesta setmana
(dijous i divendres) els animals passaven per dues fases d’habituacié. En la
primera (dijous) es col-locava una placa de Petri dins cada una de les gabies
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amb deu unitats de les boletes de menjar apetitiu que després seran
administrats com a reforc positiu dins les Skinner Boxes, d’ara endavant
anomenats pellets (45mg; BioServ, Frenchtown, NJ). Es considerava que
aquesta habituacié havia finalitzat un cop I’animal havia consumit tots els
pellets. Si 'animal no consumia els pellets en un lapse de temps de deu
minuts es deixava la placa de Petri amb els pellets restants dins la gabia fins
I’endema. Per altra banda, en la segona habituacioé (divendres), la placa de
Petri, contenint deu pellets era dipositada davant del dispensador de menjar
de les Skinner Boxes. L’animal era introduit dins la Skinner Box adjudicada i
s’activava el protocol informatic d’habituacio, el qual consisteix en la simple
inactivitat de la Skinner Box i el funcionament del llum i soroll ambientals que
es mantindra al llarg de les fases experimentals. El protocol finalitzava
després d’una hora i I'animal era retirat per tornar a les seves gabies
d’individualitzacio sota la restriccié alimentaria esmentada.

iv. Cirurgia esterotaxica

Els animals foren anestesiats mitjangant una barreja de ketamina (Ketolar,
90mg/Kg) i xilacina (Rompun, 8mg(kg) i posteriorment sotmesos a una
intervencio quirdrgica amb aparell esterotaxic (Stoeling, ST51904 Digital
Manipulators Arm, lllinois, USA) per implantar de manera cronica una canula
guia al nucli PF, i una altra al CPL. Les coordenades esterotaxiques de
implantacio al nucli PF varen ser AP, -4,1mm des de bregma; ML, +/-1,0mm
des de la linia mitja; i DV, -6,5mm des de la superficie del crani; i les del CPL
foren AP, +3,5mm des de bregma; ML, +/-0,6mm des de la linia mitja; i DV, -
2,9mm des de la superficie del crani (Paxinos & Watson; 1997). Cada canula
guia bilateral estava composta per dos tubs metal-lics de 26-gauge que es
projectaven 7mm des del pedestal en el cas de les canules dirigides al nucli
PF i 3mm des del pedestal en el cas de les canules dirigides al CPL
(PlasticOne®, Bilaney Consultants GMBH, Germany). Dins els tubs de la
canula guia es va situar dummy stylets estérils (PlasticOne®) per evitar
I'oclusié dels tubs, i sobre el pedestal de rosca un tap de plastic per evitar la
perdua dels dummy stylets. Després de la cirurgia, les rates es varen tornar a
les seves gabies d’individualitzacié durant set dies, en els que la rata fou
manipulada i pesada diariament. També cada dia les canules guia, els
dummy stylets i els taps varen ser comprovats. Si I’animal no mostrava cap
tipus de complicacié en aquesta setmana de post-operatori seguidament es
sotmetia a la setmana de privacio alimentaria descrita anteriorment.

V. Microinfusio

Les rates d’aquest experiment van rebre les administracions intracerebrals
de DCS o PBS en el CPL, vint minuts abans de les sessions experimentals, i
muscimol o PBS en el nucli PF ,cinc minuts abans de les sessions
experimentals, atenent al moment del pic de maxim efecte esperat que
s’espera en cada farmac. Amb aquest proposit els subjectes van ser
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curosament inmobilitzats durant el procediment. Primerament se’ls hi retirava
els dummy stylets i al seu lloc s’introduia un doble microinjector d’acer
inoxidable de 33-gauge (PlasticOne®) que es projecten 1mm fora de la
canula guia. Els microinjectors estaven seguits de dos tubs de polietile
(PlasticOne®) conectats a dues xeringues de 10ul (SGE Analytical Science,
Cromlab S.L. Barcelona, Spain), les quals estaven muntades a una bomba
d’infusio (11 Plus Syringe Pump, Harvard Apparatus Inc., USA). El muscimol
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) es va dissoldre en PBS (Phosphate-bufferet
saline, tampo fosfat sali, 0,1M, pH 7,4) per obtenir una dosis de 0,6ug/pl. La
solucio es va infundir bilateralment al PF (simultaniament als dos hemisferis)
amb un volum de 0,15pl/hemisferi durant 90 segons (0,10ul/hemisferi per
minut). Els microinjectors es varen deixar col-locats durant un minut més
després de la infusio per permetre la bona difusio de la solucid i evitar un
possible reflux en la extraccié dels microinjectors. La dosis, volum, moment i
durada de la infusié es basen en estudis previs (Brown et.al, 2010). La DCS
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) es va dissoldre en PBS (Phosphate-bufferet
saline, tamp¢ fosfat sali, 0,1M, pH 7,4) per obtenir una dosis de 10ug/ul. La
solucio es va infundir bilateralment al CPL (simultaniament als dos
hemisferis) amb un volum de 0,5ul/hemisferi durant 120 segons
(0,25ul/hemisferi per minut). Les rates que varen rebre infusions de PBS ho
varen fer sota les mateixes condicions de volum i velocitat esmentades, en
funcio de la regi6 diana (PF o CPL).

Vi. Tasca de discriminacié visual atencional (DVA)

La hipotesis d’aquest treball i els objectius que se’n deriven es posen a
prova mitjancant una tasca associativa de tipus operant. Una sort
d’aprenentatge pel qual I'animal adquireix el comportament de prémer una
palanca, a escollir entre dues, per tal d’obtenir refor¢ de tipus apetitiu. Per
escollir correctament la palanca reforgada caldra que I’'animal atengui a les
pistes visuals de tipus luminic que indiquen la palanca reforgada, sota la
dificultat de que aquest estimul visual és de molt curta durada. Abans
d’arribar a la fase d’adquisicié de la DVA, és a dir, la fase propiament
experimental, aixi com les Ultimes sessions de DVA revertida, I’animal haura
de superar les fases d’entrenament progressiu previes a la DVA, amb la
intencié que I'animal parteixi d’un nivell minim de comprensioé de la tasca i
per poder confiar en que treballem amb subjectes presumiblement sota les
mateixes condicions cognitives.

La tasca DVA (entrenament, adquisicio i reversid) es du a terme dins i
mitjancant les cambres operants de tipus Skinner Box (25 x 25 x 25 cm; LE
1005CP, PanLab S.L.U.) situades dins cubicles atenuants del soroll exterior
(65 x 55 x 50 cm) equipats amb un llum ambiental centrat a I'aresta superior
del fons contrari a la porta del cubicle, i un petit ventilador que
proporcionava moviment de I’aire i soroll blanc (Fig. 6). Cada cambra
disposava de dues palanques retractils, localitzades a cada costat del
receptacle de menjar central on s’ofereix els pellets de reforg, els quals eren
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alliberats per un dispensador de pellets situat a I’exterior de la cambra. El
esmentat receptacle pels pellets disposa d’una foto-cel-lula electronica a
mode de detector de presencia del cap de la rata en el moment d’ingesta del
pellet del receptacle. Un diode emissor de llum (circular) es troba centrat
sobre cada una de les palanques i serveix com a estimul, senyal
discriminable en I'aprenentatge. Cada cambra estava il-luminada per un uUnic
llum (igual que els diodes anteriors) centrat a la part superior de la paret
contraria al receptacle i les palanques. Aquest tercer llum proporciona
informacio a I'animal sobre I'estat d’activitat de la cambra (House light). Tot
aquest equipament d’eines d’investigacié conductual que composen les
Skinner Boxes i la recopilacié de dades que proporcionen van ser controlats
mitjancant el software Packwin (PanLab S.L.U.).

Vii. Entrenament

La fase d’entrenament de la DVA té dos objectius molt clars: permetre als
subjectes iniciar la fase de DVA entenent el funcionament basic de les
Skinner Box havent assimilat I’associacié de les conductes de prémer la
palanca correcte amb la disposicio de reforcg.

La fase d’entrenament consta de dues etapes que es realitzen a llarg de la nit
(des de les 19:00 fins les 10:00 del dia seglent). En la primera, la rata inicia la
tasca rebent 15 pellets de manera gratuita (un cada 5 segons). D’aquesta
manera indiguem on I’'animal trobara el menjar dispensat (en el receptacle). A
continuacié, només una palanca es fa operativa (surt de la paret de la
Skinner Box), la dreta o 'esquerra de manera aleatoria, i aquesta esta
il-luminada per 'estimul visual que es troba sobre la palanca activa. La
palanca i el llum es troben actius de manera indefinida fins que es déna la
resposta de I'animal (prémer la palanca). Després de cada una de les
respostes del subjecte la palanca s’endinsa (deixa de ser disponible) i
s’administra un pellet. Cada un dels assajos s’inicia 5 segons després de
I’administracio del pellet reforg. Un cop I’animal ha acumulat un total de 25
respostes, les dues palanques retractils apareixen al mateix temps, pero
només una d’elles esta associada a una senyal luminica i per tant associada
a un reforc. Una resposta correcte activara I’'administracié d’un pellet, com
anteriorment; pero una resposta incorrecte (prémer la palanca no il-luminada)
comportara 5 segons de time out, en els que tots i cada un dels llums de la
Skinner Box (els de sobre les palanques i el House light) s’apagaran, i només
quedara activa la llum ambiental de la cambra d’insonoritzacié i el ventilador.
L’objectiu del subjecte és arribar a realitzar 260 respostes correctes. Si ho
aconsegueix haura superat la primera fase del entrenament, i la proxima nit
podra iniciar la segona fase.

En la segona fase d’entrenament es repeteix I'Ultima etapa de la primera
fase. L’animal es troba de nou davant la presentacié de dues palanques, i
una d’elles senyalitzada amb un estimul visual fins que I’animal respon. La
resposta correcte i reforgada és prémer la palanca senyalitzada amb el llum.

90



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

Aquests assajos es repeteixen fins que I'animal aconsegueix 300 respostes
correctes (300 pellets). No obstant, interpretem que s’ha assolit
I’aprenentatge només si I’animal proporciona un percentatge de respostes
correctes igual o superior al 80% en dues nits consecutives. Aquestes dues
fases d’entrenament nocturnes no poden excedir les cinc sessions (una per
nit), i en elles els animals no reben cap tipus de tractament.

viii.  Adquisicid

La setmana seglient al entrenament s’inicia I’adquisicié de la tasca per
aquells animals que hagin superat el criteri de d’aprenentatge de
I’entrenament. El periode d’adquisicié té una durada maxima de quinze dies
distribuits en tres setmanes: cinc sessions per setmana, una sessio de 40
minuts diaria.

Al llarg de les sessions diaries de 40 minuts els animals repetien assajos que
s’iniciaven amb la presentacié de les dues palanques experimentals
acompanyades d’un estimul visual de tipus luminic situat sobre la palanca
reforcada, la dreta o I’esquerra aleatoriament (Fig. 7A). Els animals sotmesos
a aquesta tasca han de prémer la palanca senyalada amb I’estimul visual per
tal d’obtenir el reforg (pellet). L’activitat luminica de I’estimul visual té una
durada de 1000ms; i els grups experimentals queden formats a partir de la
combinacio de tractaments farmacologics administrats: PBS-PBS, PBS-
MUSCIMOL, DCS-PBS, DCS-MUSCIMOL. Després d’una resposta correcte
les dues palanques es retrauen i el dispensador de menjar posa un pellet en
el receptacle d’ingesta. Cinc segons després s’inicia un nou assaig. En canvi,
després d’una resposta incorrecte les palanques es retrauen, no s’administra
pellet i la House light s’apaga durant cinc segons (periode de time out).
Sempre s’inicia un nou assaig després d’un resposta correcte o incorrecte,
fins acabar el temps de la sessié (40 minuts). En aquesta tasca també es
considera un nou tipus d’error: els errors d’omissid, els quals s’enregistren
quan I'animal no respon durant 15 segons després de la presentacié de les
palanques. Els errors d’omissioé també comporten un periode time out.

Un cop més, el criteri d’assoliment de la tasca és aconseguir un percentatge

de respostes correctes igual o superior al 80% en dues sessions
consecutives.
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iX. Reversio

Només les rates que hagin assolit el criteri d’aprenentatge de la tasca
d’adquisicio sén sotmeses a la tasca de reversié la qual té un maxim de vint-
i-cinc sessions sota la mateixa distribucioé que la tasca d’adquisicio. El criteri
d’assoliment és el mateix (=80% de respostes correctes) i els grups
experimentals no canvien, rebent el mateix tractament cronic i mantenint la
durada de I’estimul visual. L’Unica diferéncia respecte a la tasca d’adquisicié
és que I'animal ha de prémer la palanca no senyalitzada amb I’estimul visual
per tal d’obtenir el reforg (reversié o reversal)(Fig. 7B). Aquesta diferéncia,
després d’assolir I'adquisicio representa un repte per als animals en el que
es posa a proba la seva flexibilitat cognitiva, per aquest motiu la durada
maxima de la tasca de reversié és major. També amb la intencié de facilitar
que els animals entenguin el nou procediment els sotmetem a dues sessions
obligatories previes a la reversié esmentada. Aquestes dues sessions sén
més facils. En la primera sessio pre-reversio, la rata no entra en el periode de
time out després d’una resposta incorrecte, i a mode de pista, la llum del
estimul es torna a encendre repetidament després de cada resposta
incorrecte senyalant la palanca que no ha de prémer I'animal. La insistencia
de I'animal i la manca d’administracio del reforc en les respostes incorrectes
suposen un procés d’extincid del aprenentatge previ i conviden a la rata a
provar I'altre palanca, obtenint llavors el reforg. En la segona sessi6 pre-
reversié I’animal no entra en periode time out després d’una resposta
incorrecte, pero el llum senyalitzador de la palanca incorrecte no es torna
encendre si I'animal torna a prémer la palanca incorrecte; llavors només
disposa d’un estimul lluminés amb la durada marcada pel protocol (1000ms).
Després d’aquestes dues sessions especials, en la seglient sessio s’inicia la
tasca de reversié esmentada anteriorment.

X. Tasca de camp obert

Per provar els efectes del muscimol sobre I'activitat locomotora dels
subjectes s’ha utilitzat una tasca de camp obert. L’aparell emprat va ser una
superficie circular envoltada d’una paret al llarg del perimetre de la
circumferencia (50x50x35cm). El terra i la paret de I’'aparell eren blancs i
il-luminats amb un llum de 300 Ix. Després de la infusié combinada de
farmacs en funcié del grup experimental al qual pertanyen els subjectes es
va avaluar la seva activitat motora horitzontal mitja durant 10 minuts
mitjangant un sistema de monitoritzacié (SMART, LEtica, Barcelona, Spain).
Es va registrar 'activitat motora en la superficie total i diferenciant les zones
interna i externa del camp obert: distancia, velocitat, nombre d’entrades a les
zones i percentatge de temps transcorregut en aquestes.
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Xi. Histologia

Un cop superada I'avaluacioé conductual, les rates foren profundament
anestesiades amb una sobredosis de pentobarbital sodic (Dolethal,
Vetoquinol SA, Madrid, Espanya; 200mg/kg i.p.) i varen ser perfusionades
transcardiacament amb una soluci6 salina del 0,9% seguida de formalina al
10%. Les canules guia foren extretes amb cura i el cervells es van postfixar
amb la formalina 10% almenys 24 hores. Posteriorment es varen submergir
els cervells en una solucié de sucrosa al 30%. Un cop els cervells varen
absorbir la sucrosa es va seccionar cada un d’ells en talls coronals de 40pm
de gruix mitjangant un aparell criostat (Shandon Cryotome FSE, Thermo
Electron Corporation, Waltham, Masachusets, USA). Les seccions es van
muntar i tenyir amb violeta de cresil, es varen examinar sota un microscopi
optic (Olympus BX41; Olympus Optical CO, LTD, Tokyo, Japd) i finalment es
va microfotografiar (Olympus DP70) les seccions on s’aprecia el lloc on es
trobava situada la canula guia.

Xii. Estadistica

Després de completar I'experiment i descartar tots els animals no valids (no
superen I’entrenament en DVA o 'analisi histologic no confirma la correcte
col-locacié de la canula guia) ens disposem a realitzar un analisis estadistic
de les tasques d’Adquisicié de la DVA, Reversié de la DVA i camp obert.

En el cas de I’'analisi estadistic de la prova de camp obert es realitzaran
comparacions de mitjanes de les dades enregistrades. No obstant, en
I’analisi de les dades extretes de les tasques d’Adquisicio i de Reversio de la
DVA es dura a terme una serie de proves estadistiques: analisis de la
supervivencia; comparacio de mitjanes (One Way ANOVA) per el percentatge
de respostes correctes, el nombre de omissions, els errors de palanca, la
latencia de resposta correcta, la latencia de resposta incorrecta, la latencia
de conducta d’ingesta i la preferencia per les palanques; i correlacions de
Pearson entre la preferéncia per prémer una palanca i el rendiment en la
tasca (percentatge de respostes correctes).

Cal esmentar que degut a la naturalesa d’aquest experiment, I’analisi més
rellevant i representatiu de I’efecte del factor del grup experimental és
I’analisi de la supervivencia, que en aquest cas s’utilitza per registrar
I’assoliment del criteri d’aprenentatge de la tasca d’adquisicié i de reversio,
aixi com el moment en el que es dona. Cada cop que un animal supera la
prova és traslladat a la seglient etapa i deixa de registrar dades amb la resta
de subjectes. Aixi doncs la mostra de subjectes es va reduint al llarg de la
prova, per tant la resta d’analisis estadistics perden forgca a mida que es
succeeixen les sessions experimentals.
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3. Resultats

La mostra final, és a dir, el conjunt de subjectes valids per la recol-lecci6 de
dades y el seu posterior analisis esta format només pels animals que hagin
superat els criteris histologics i conductuals; i no hagin sofert problemes en
alguna de les etapes critiques del experiment (cirurgia, privacié calorica,
infusions previes a la tasca, etc).

Els subjectes que no superen la fase d’entrenament de la DVA, i per tant no
s’incorporin a la fase d’Adquisicié de la DVA, no formen part de la mostra
final, de la mateixa manera que tampoc ho faran aquells subjectes que hagin
patit algun tipus d’incident en la cirurgia o en alguna de les altres etapes.

Al final del experiment i després de realitzar el procediment d’obtencié de
mostres histologiques tots els subjectes varen ser sotmesos a la verificacié
histologica de la col-locacio correcte de les canules guia bilaterals mitjangant
I'observacié de les seccions coronals del cervell de les rates amb el
microscopi. Les preparacions histologiques van ser analitzades i valorades
per tres investigadors. Tots ells desconeixien el grup experimental al qual
pertanyien els subjectes, aixi com també ignoraven el rendiment de cada
subjecte en les tasques conductuals. Per tant, I’'Unic objectiu dels
experimentadors en aquesta etapa fou detectar un senyal clar de la
presencia de la punta de la canula guia i el microinjector en el nucli PF, dins
I’area delimitada per el nucli comissural, el nucli talamic paraventral, el nucli
rostral intersticial, el nucli talamic posterior i el fascicle retroflexus; i en el
CPL, dins I'area delimitada per el cortex cingulat, la linia mitja
interhemisferica, i depenent del nivell rostro-caudal, el cortex infralimbic, el
cortex orbital medial, el forceps menor del cos callds i el cortex orbital
ventral (Fig. 11). Per la mostra final només foren acceptats aquells animals
llurs puntes de canula es trobaven dins I’area del nucli PF bilateralment i dins
I’area del CPL bilateralment.

Llavors, d’una mostra inicial de setanta-dos subjectes, només varen ser
considerats valids trenta-nou, distribuits segons el seu grup experimental,
basat en la combinacio de tractament farmacologic administrat de manera
cronica abans de cada sessio de les tasques de DVA: PBS-PBS (n=7), PBS-
MUSCIMOL (n=7), DCS-PBS(n=14) i DCS-MUSCIMOL (n=11).
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Atenent a la naturalesa del protocol utilitzat durant I’experiment resulta
important esmentar que els diferents grups experimentals no han mostrat
diferéncies significatives de percentatge de pes respecte les mesures inicials
del dia de separacio, i per tant podem inferir que la restriccio calorica que
motivava la seva cerca de pellets va ser equivalent entre els subjectes. En el
Grafic 3 observem un registre de les mitjanes de percentatge de pes en vuit
punts destacables de I’experiment (separacid, cirurgia, primer dia de privacio
alimentaria, cinque dia de privacié alimentaria, primer dia de la tasca
d’adquisicio de la DVA, dese dia de la tasca d’adquisicié de la DVA, primer
dia de la tasca de reversié de la DVA i dese dia de la tasca de reversio de la
DVA) dividit per grups experimentals.
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GRAFIC 3. Recull de mitjanes dels percentatges de pes dels diferents grups experimentals
en dies diferents, de diferents fases representatives de I’'Experiment 2.
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FIGURA 11. Representacioé esquematica de I’area del CPL (en blau) en les diferents
seccions coronals on es fa visible el seu considerable volum. Els subjectes valids del
Experiment 2 tenien localitzades les puntes de canules bilaterals en aquesta regid, deixant
marques clares en les mostres histologiques. Adaptat de Paxinos i Watson (1997).
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Analisi de la tasca d’Adquisicié de la DVA

Analisi de la Supervivencia

La corba de supervivencia de Kaplan-Meier és una poderosa eina d’analisi
estadistic que permet analitzar el comportament d’una mostra de la poblacio
donant testimoni dels subjectes que han experimentat un esdeveniment
concret i en quin moment exacte s’ha donat el fenomen. Normalment aquest
recurs s’ha emprat en estudis en els quals I'objectiu dels experimentadors
era tractar d’esbrinar I'index de mortalitat de varis grups, i aixi comparar
I’efecte de variables independents com la induccié de malalties o
I’administracio de tractaments. No obstant, en el nostre treball I’'analisi de la
supervivencia s’utilitza per coneixer la freqliencia d’assoliment del criteri
d’aprenentatge de la tasca, aixi com la sessié en la que s’assoleix aquest
criteri (=80% de respostes correctes en dues sessions consecutives). Els
subjectes només disposaven de quinze sessions (una sessio al dia) per
assolir el criteri d’aprenentatge marcat.

Els resultats obtinguts (Taula 16) mostren el nombre d’esdeveniments
presentats en cada grup experimental, és a dir el nombre de rates que
superen el criteri d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA dins dels
quinze dies disponibles. Per altra banda també disposem de la sessio
concreta en la que els subjectes que pertanyen a cada grup experimental
assolien el criteri d’aprenentatge, aixi com els subjectes que es varen quedar
“enrere” al no assolir el criteri, i no varen continuar en la darrera fase
experimental (Reversié de la DVA)(Taula 17).

Grup exp. N total N d’ esdeveniments % d’assoliment
PBS-PBS 7 4 57,1%
PBS-MUSCIMOL 7 0 00,0%
DCS-PBS 14 13 92,9%
DCS-MUSCIMOL 11 3 27,3%
TOTAL 39 20 51,3%

TAULA 16. Recull del nombre total de subjectes de cada grup experimental i el nombre i
percentatge corresponent de subjectes de cada grup que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA.
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Grup exp.

Temps

Estatus

PBS-PBS

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

No assolit

No assolit

No assolit

PBS-MUSCIMOL

No assolit

No assolit

No assolit

No assolit

No assolit

No assolit

No assolit

DCS-PBS

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

O IN|O O[R[N (2(N|O|OR[(WIN= (N[O |O| D (W|IN|—=

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

Assolit

No assolit

DCS-MUSCIMOL

Assolit

Assolit

Assolit

No assolit

No assolit

No assolit

No assolit

O IN|O|O [N |—=

No assolit

[(e]

No assolit

10

No assolit

11

No assolit

TAULA 17. Recull dels subjectes de cada grup experimental que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca d’adquisicio de la DVA (caselles de color verd), aixi com la sessi6

experimental en la qual es va donar tal assoliment (columna Temps).

L’analisi de la supervivencia mostra diferencies estadisticament significatives
entre els grups experimentals (Breslow, X?(3,N=39)=24,30; p<0,001). No
obstant, una manera molt entenedora de visualitzar les dades és projectant
una representacié grafica de I’analisis de la supervivencia (Fig. 12). En el
grafic de I’'analisi de la supervivencia podem observar com a través de les
sessions disponibles (eix d’abscisses) els subjectes dels diferents grups
experimentals van assolint el criteri d’aprenentatge. Cada grad simbolitza
cassos d’assoliment del criteri d’aprenentatge i al mateix temps I’extraccio
dels animals que han superat la tasca per introduir-los a la segtient fase del
experiment. Aixo implica una reduccié de subjectes al llarg de les sessions
de la fase d’adquisicié de la DVA. En el eix d’ordenades s’especifica quin
percentatge del grup experimental corresponent ha arribat a assolir el criteri
d’aprenentatge establert. Per tant, un grup amb un fort rendiment en la tasca
presentara una corba de supervivencia distribuida per sobre de les altres
(major percentatge de subjectes que han assolit la tasca) i situada a
I’esquerra de I’area del grafic (menys sessions requerides per assolir la

tasca).
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FIGURA 12. Grafic d’analisi de la supervivéncia en I’assoliment del criteri d’aprenentatge de
la tasca d’adquisicié de la DVA en I’'Experiment 2.

Tal i com s’observa en les taules 16 17, i en la figura 12, cap dels animals
que pertanyien al grup experimental PBS-MUSCIMOL van assolir el criteri
d’aprenentatge de la DVA en el periode de la tasca d’Adquisicid. Per aquest
motiu en els analisis de la tasca de reversié de la DVA només es consideren
tres grups experimentals, doncs no hi havia subjectes observables del grup
esmentat en la etapa final del experiment.
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Comparacié de mitjanes

En els 40 minuts de durada de cada una de les sessions d’adquisicio de la
DVA el protocol informatic que controla cada una de les Skinner Box també
recull tots i cada un dels inputs que proporciona I’animal o I'absencia
d’aquests mitjancant els sensors presents dins la gabia. D’aquesta manera
s’ha pogut recollir el comportament rellevant de I’animal en cada sessio i
contextualitzar aquestes respostes en cada un dels assajos compresos en
les esmentades sessions.

Els sensors d’activacio de les palanques retractils recullen informacié sobre
el nombre de vegades i el moment exacte en el que I’'animal prem cada una
d’elles, i el sensor situat dins el receptacle on es dispensen els pellets
proporciona informacié sobre la presencia del cap de I'animal dins d’aquesta
cavitat. Per tant podem monitoritzar la conducta operant i la conducta
d’ingesta; i probablement inferir d’aquestes dades el rendiment de I’'animal i
la motivacio en la recerca de menjar.

Un cop recollides les dades s’ha comparat entre elles les mitjanes que
presenten cada un dels grups experimentals al llarg de les quinze sessions
experimentals de la tasca d’adquisicid. Les mitjanes comparades més
rellevants corresponen als seglients ambits conductuals de la DVA:

* Percentatge de respostes correctes: del nombre total d’assajos, es
tracta del nombre d’assajos en els que el subjecte ha presentat una
conducta operant adequada que en el protocol desemboca en
I’administracio de un pellet (Taula 20).

* Nombre d’omissions: recompte del nombre d’errors que
desemboquen a un estatus de time out dins les Skinner Box degut a la
no resposta per part del animal durant 15 segons després de la
presentacio del estimul luminic i les palanques retractils (Taula 22).

* Errors “de palanca”: recompte del nombre d’errors que
desemboquen a un estatus de time out dins les Skinner Box degut a la
resposta operant del subjecte dirigida a la palanca retractil
equivocada (Taula 22).

* Laténcia en respostes correctes: temps transcorregut entre la
presentacio del estimul luminic i la resposta operant desembocant en
I’administracio d’un pellet (Taula 22).

* Latencia en respostes incorrectes: temps transcorregut entre la
presentacio del estimul luminic i la resposta operant desembocant a
un estatus de time out (Taula 22).

» Latencia en conducta d’ingesta: temps transcorregut entre la
resposta operant correcte i la conducta d’introduir el cap en el
receptacle on s’administra els pellets (Taula 22).

* Preferéncia per una palanca: diferencia entre el nombre de vegades
que s’escull la palanca 1 (dreta) respecte el nombre de vegades que
s’escull la palanca 2 (esquerra) (Taula 22).
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Sessid Grup exp. N Mitjana D.E. Sig.

1 PBS-PBS 7 | 63,582 7,2734 0,001
PBS-MUSCIMOL 7 47,222 16,8661
DCS-PBS 14 | 66,322 7,9270
DCS-MUSCIMOL 11 | 47,108 17,4752

2 PBS-PBS 7 | 62,179 10,3209 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 26,454 26,0066
DCS-PBS 14 | 65,883 10,8644
DCS-MUSCIMOL | 11 | 46,825 8,9511

3 PBS-PBS 7 | 65,451 10,9437 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 32,867 20,9890
DCS-PBS 14 | 69,828 10,3049
DCS-MUSCIMOL | 11 | 42,793 9,0369

4 PBS-PBS 7 | 66,630 13,6474 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 26,969 18,1599
DCS-PBS 13 | 71,512 12,8905
DCS-MUSCIMOL | 11 | 46,556 19,6465

5 PBS-PBS 7 | 69,905 5,2777 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 25,865 4,2824
DCS-PBS 11 | 72,227 3,0961
DCS-MUSCIMOL | 11 | 46,000 5,7198

6 PBS-PBS 6 | 69,295 6,0206 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 31,786 8,4185
DCS-PBS 10 | 74,769 2,9448
DCS-MUSCIMOL | 11 | 46,841 4,8550

7 PBS-PBS 6 | 71,858 6,0281 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 31,820 7,0194
DCS-PBS 9 | 75,562 2,9532
DCS-MUSCIMOL 11 | 47,393 6,2872

8 PBS-PBS 5 | 68,399 5,7607 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 29,734 8,4747
DCS-PBS 7 | 77,660 4,5545
DCS-MUSCIMOL | 10 | 46,960 4,9897

9 PBS-PBS 4 | 57,951 9,4978 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 25,666 6,0102
DCS-PBS 7 72,271 4,1295
DCS-MUSCIMOL 10 | 42,934 4,2412

10 PBS-PBS 4 | 56,229 7,0770 0,004
PBS-MUSCIMOL 7 | 37,079 9,4052
DCS-PBS 6 | 74,088 4,5369
DCS-MUSCIMOL | 10 | 54,337 3,2216

11 PBS-PBS 4 | 65,395 6,9846 0,002
PBS-MUSCIMOL 7 34,749 8,1462
DCS-PBS 6 | 72,851 5,8994
DCS-MUSCIMOL 10 | 49,182 4,1408

12 PBS-PBS 4 | 66,093 7,2589 0,000
PBS-MUSCIMOL 7 | 39,634 6,0054
DCS-PBS 5 | 78,301 4,1239
DCS-MUSCIMOL 10 | 58,147 3,1524

13 PBS-PBS 3 | 63,417 7,9317 0,047
PBS-MUSCIMOL 7 42,340 9,7921
DCS-PBS 3 | 78,478 4,4088
DCS-MUSCIMOL 10 | 57,411 3,9775

14 PBS-PBS 3 60,232 7,0169 0,143
PBS-MUSCIMOL 7 | 39,252 9,4756
DCS-PBS 2 79,270 4,2702
DCS-MUSCIMOL | 10 | 58,141 6,8398

15 PBS-PBS -- -- --
PBS-MUSCIMOL -- --
DCS-PBS -- --
DCS-MUSCIMOL -- --

TAULA 20. Comparacié de mitjanes del nombre de respostes correctes al llarg de les quinze
sessions de la tasca d’adquisicié de la DVA per part dels diferents grups experimentals.
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El percentatge de respostes correctes es pot interpretar com la mesura
directa del rendiment de cada un dels subjectes en la DVA. No obstant, en el
moment de comparar el rendiment dels diferents grups experimentals,
I’analisi de la supervivencia segueix essent la millor eina. La comparacioé de
mitjanes presenta un greu problema en aquesta classe d’investigacio, doncs
el protocol esta dissenyat per retirar els subjectes de la tasca un cop aquests
superen el criteri d’aprenentatge. Per aquest motiu, la mostra original es
redueix considerablement a mida que avanca I'experiment, i aix0 suposa una
disminucié de la poténcia estadistica. Es a dir, a mida que la mostra dels
diferents grups experimentals disminueix la sensibilitat de I’analisi estadistic
també ho fa. Aquest fenomen explica alldo que podem observar en les taules
20 i 22. En la majoria d’ambits conductuals analitzats mitjancant la
comparacié de mitjanes el grau de significacioé no és del tot estable, doncs si
analitzem el grau de diferencia que hi ha entre dos grups concrets en dues
sessions experimentals separades, podem observar que en un cas el nivell
de diferencia és estadisticament significatiu, i en I'altre cas no. Aixo es degut
a que el nombre de subjectes que composen els dos grup comparats varien
d’una sessi6 experimental a una altra, no només el seu rendiment en la
tasca.

Observant la taula 20, i analitzant les dades que mostra, podem afirmar que
hi ha una gran diferencia entre els grups experimentals i que aquesta queda
reflectida en les diferencies estadisticament significatives en quasi totes les
sessions d’adquisicié de la tasca. No obstant, si centrem la nostra atencié en
la comparacié de les mitjanes de dos dels grups del experiment veurem que
el grau de significacié no és molt alt, i que en bastants casos és nul. La taula
21(A) mostra el grau de diferencia de les mitjanes del percentatge de
respostes correctes dels animals que pertanyen als grups PBS-MUSCIMOL i
DCS-MUSCIMOL, al llarg de les quinze sessions de la tasca d’adquisicio de
la DVA. En canvi, els graus de significacié mostrats en el mateix ambit
conductual les diferencies entre els grups DCS-PBS i DCS-MUSCIMOL sén
més clares i estables (Taula 21, B).

(A)

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sig. 1 ,032 | ,674 | ,(105 | ,040 | ,343 | ,386 | ,264 | ,134 | ,232 | ,491 | ,087 | ,600 1 -

(B)
S 1 1 [ 2 [ 3 4[5 [ 6 [ 7 | 8 9 [ 1011 [12]138] 14 15

Sig. | ,005 | ,012 | ,000 | ,004 | ,001 | ,002 | ,005 | ,005 | ,002 | ,151 | ,055 | ,043 | ,518 | ,803 -

TAULA 21. Analisis de Bonferroni posterior a la comparacié de mitjanes. (A) Comparacié
especifica de les mitjanes dels grups PBS-MUSCIMOL i DCS-MUSCIMOL en percentatge
de respostes correctes en la tasca d’adquisicié de la DVA. (B) Comparacio especifica de les
mitjanes dels grups DCS-PBS i DCS-MUSCIMOL en percentatge de respostes correctes en
la tasca d’adquisicié de la DVA. En verd les diferéncies estadisticament significatives.
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GRAFIC 4. Mitjanes del percentatge de respostes correctes a llarg de les sessions de la
tasca d’adquisicié de la DVA del Experiment 2, dividit per grups.

Observant les dades recollides en les taules 20 i 22 i el grafic 4 podem
apreciar com les diferencies més intenses es donen entre els subjectes que
formen part dels grups PBS-MUSCIMOL i DCS-PBS, essent el primer el més
desfavorit en el rendiment en la tasca d’adquisicio de la DVA. A més el grup
DCS-PBS mostra un rendiment superior a la resta de grups, en part pel
major nombre de subjectes de la mostra que pertanyen a aquest grup i
proporcionen millors puntuacions al llarg de les sessions, sense quedar-se
sense subjectes dins del grup abans de la finalitzacio de la tasca. També, es
pot interpretar aquestes dades com un efecte sostre. La DCS administrada
sobre el CPL en subjectes sense deficit cognitiu podria provocar un molt bon
rendiment en la tasca pero bloquejaria un rendiment superior dels subjectes,
no permeten I’'assoliment total del criteri d’aprenentatge per retirar els
subjectes de la tasca. Per altra banda cal destacar que en el grup PBS-
MUSCIMOL sembla ser que mostra una gran diferencia en el nombre
d’omissions respecte a la resta de grups, el que podria ser la causa del seu
mal rendiment en la tasca, pero en canvi, en aquesta variable el grup DCS-
PBS no és el més afavorit, doncs és el grup PBS-PBS el que mostra un
menor nombre d’omissions al llarg de les sessions de la tasca d’adquisicié
de la DVA, justament al contrari del que succeeix en el nombre d’errors
comesos per prémer la palanca equivocada. Els subjectes PBS-MUSCIMOL
del total de time-outs que provoquen en el protocol quasi tots sén deguts a
I’omissid de resposta, mentre el grup PBS-PBS es el grup amb menor
nombre de time-outs procedents per una manca de resposta. El grup PBS-
MUSCIMOL, sense dubte el grup amb pitjor rendiment, també és el que
mostra les laténcies de resposta y conducta d’ingesta més altes en
comparacio a la resta de grups. En canvi el grup PBS-PBS és el que mostra
latencies de resposta més baixa, perd no en la variable de latencia de la
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conducta d’ingesta, en la que el grup més rapid és el DCS-PBS. Aquestes
dades podrien indicar que la DCS administrada en subjectes sense déficit
cognitiu pot accelerar alguns tipus de comportament, pero no tots, i aixi no
podriem parlar de que escullin una resposta més rapid que les rates PBS-
PBS, un comportament que podria ser contraproduent. Per altra banda el
grup DCS-MUSCIMOL presenta rendiments intermitjos en la tasca
d’adquisicio de la DVA mostrant diferencies en la resta de grups menys
severes i més inestables en el temps. En el cas de la comparacié amb el
grup PBS-MUSCIMOL les diferencies son les més baixes i inestables (Taula
21 A) suggerint que el deficit cognitiu que produeix el muscimol en el PF és
massa intens per a ser revertit per la DCS en el CPL, i/o que I'efecte de la
DCS és massa discret per acabar provocant un auténtica i indiscutible
reversio del deficit induit.

Sessi6 % resp. N. Errors “de L. resp. L. resp. = R 5
essio . ” . conducta una
correctes d’omissions palanca correctes incorrectes ”
d’ingesta palanca

1 0,001 0,021 0,169 0,123 0,066 0,221 0,540
2 0,000 0,000 0,000 0,005 0,002 0,001 0,004
3 0,000 0,000 0,002 0,001 0,000 0,000 0,029
4 0,000 0,000 0,004 0,005 0,081 0,041 0,088
5 0,000 0,000 0,004 0,000 0,002 0,001 0,123
6 0,000 0,000 0,042 0,000 0,003 0,008 0,080
7 0,000 0,000 0,096 0,002 0,058 0,012 0,001
8 0,000 0,008 0,360 0,143 0,163 0,105 0,073
9 0,000 0,001 0,128 0,261 0,649 0,104 0,219
10 0,004 0,039 0,164 0,623 0,248 0,198 0,446
11 0,002 0,013 0,183 0,219 0,290 0,121 0,039
12 0,000 0,000 0,019 0,004 0,069 0,007 0,605
13 0,047 0,159 0,150 0,044 0,037 0,233 0,383
14 0,143 0,92 0,106 0,410 0,255 0,503 0,560
15 -- -- -- -- -- -- --

TAULA 22. index de significacié de les comparacions de mitjanes dels diferents ambits
conductuals de la tasca d’adquisicio de la DVA. En verd es troben senyalitzades els index
estadisticament significatius.

Finalment, el darrer ambit conductual analitzat, la preferencia per una de les
dues palanques, sembla no tenir valor descriptiu. No obstant aquestes dades
requereixen un altre tipus d’analisis per revelar el seu potencial: la correlacié
de Pearson. Aquesta eina estadistica pretén esbrinar el nivell de relacié
existent entre els valors que pren una variable dependent amb els valors
d’una altra variable dependent. D’aquesta manera podem coneixer per
exemple la correspondéencia entre els valors que pren el percentatge de
respostes correctes i la preferencia per una de les dues palanques, creuant
les dades per cada una de les sessions. La correlacié de Pearson pot
prendre un valor compres entre el 1 i el -1, en funcid de si la correlacié és
positiva o negativa, respectivament, essent el valor 0 el testimoni d’absencia
de correlacio. Els resultats es poden veure en la Taula 23.
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Sessid Correlacié de Pearson Significacio
1 0,054 0,743
2 0,061 0,711
3 0,157 0,340
4 0,085 0,610
5 0,261 0,124
6 0,177 0,316
7 0,125 0,488
8 0,135 0,486
9 0,166 0,399
10 0,045 0,824
11 0,149 0,457
12 0,153 0,456
13 0,119 0,589
14 0,155 0,492
I e e

TAULA 23. Correlacio de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per una de les palanques” (dreta — esquerra).

Els resultats observats en la Taula 23, amb correlacions positives baixes i
sense cap significacio al llarg de les sessions poden ser deguts al rendiment
mostrat al llarg de les sessions i al origen que explica aquest rendiment.
Mentre en I’Experiment 1 els subjectes amb pitjor rendiment (menys
percentatge de respostes correctes) podia explicar-se per la conducta
repetitiva de prémer només una de les palanques (preferencia per una de les
palanques); en el cas de la tasca d’Adquisicié de I’Experiment 2 sembla ser
que I'origen d’un baix rendiment ve donat per un gran nombre d’omissions
de resposta, és a dir, de no prémer cap palanca. D’aquesta manera no
s’observa amb tanta forca la correlacié entre el percentatge de respostes
correctes i la preferéncia a una de les palanques. En canvi, com s’aprecia a
la taula 22, el nombre d’omissions resulta mostrar fortes diferencies entre els
grups i estar vinculada estretament amb el rendiment de la tasca.

La variable dependent de la preferéncia per una palanca es correspon a la
diferéncia entre les vegades que es prem la palanca dreta i les vegades que
es prem al palanca esquerra. Per aquest motiu aquesta variable pot prendre
valors positius (preferencia per la palanca dreta) o valors negatius
(preferencia per la palanca esquerra). Per tal de resoldre aquest contratemps
es pot optar per convertir els valors de la variable a nombres absoluts (tots
positius). Aixi s’obté una variable que representa la preferencia dels animals
per qualsevol de les palanques per sobre de la palanca oposada (sense
distincid). Aixi doncs la correlacié de Pearson descrita en la Taula 23 té la
seva versid en termes absoluts en la Taula 24.
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Sessid Correlacié de Pearson Significacio
1 0,108 0,515
2 0,065 0,693
3 -0,085 0,609
4 -0,079 0,637
5 -0,008 0,964
6 -0,080 0,655
7 0,003 0,986
8 -0,063 0,746
9 0,032 0,872

10 -0,055 0,787
11 -0,084 0,678
12 -0,156 0,448
13 -0,012 0,956
14 0,089 0,695
LE T e

TAULA 24. Correlacio de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per qualsevol de les palanques” (sense distincid), en la
tasca d’adquisicié de la DVA.

Tot i que no s’observa cap significacié alta en les correlacions de Pearson
per cada una de les sessions de la tasca, si que hi ha un important nivell de
significacié entre la preferencia per una de les palanques global de totes les
sessions i la sessid en que I'animal assoleix el criteri d’aprenentatge
(P<0,001).

Analisi de la tasca de Reversié de la DVA

Analisi de la Supervivencia

El mateix analisi estadistic descrit en 'apartat anterior s’ha realitzat per
comparar el rendiment entre els grups experimentals també en la tasca de
reversié de la DVA, la qual recordem que consisteix en un canvi de la
contingencia del condicionament instrumental adquirit en la tasca
d’adquisicio de la DVA. D’aquesta manera en la tasca de reversié de la DVA
els subjectes han d’assolir el mateix criteri d’aprenentatge, pero en aquesta
ocasio per aconseguir el reforc positiu (pellets) han de dirigir la seva resposta
conductual sobre la palanca no senyalitzada amb I’estimul luminic. S’espera
que d’aquesta manera es pugui posar a prova la flexibilitat cognitiva del
subjecte.

Es evident que la tasca de reversié és més complexa d’assimilar per I’animal,
especialment després de passar varies sessions en la tasca d’adquisicio i
assolir el criteri d’aprenentatge d’aquella etapa. Per aquest motiu, el nombre
de sessions disponibles per assolir el criteri d’aprenentatge sén vint-i-cinc
sessions.
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Grup exp. N total N d’ esdeveniments % d’assoliment
PBS-PBS 4 3 75,0%
DCS-PBS 13 8 61,5%
DCS-MUSCIMOL 3 1 33,3%
TOTAL 20 12 60,0%

TAULA 18. Recull del nombre total de subjectes de cada grup experimental i el nombre i
percentatge corresponent de subjectes de cada grup que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA.

Els resultats obtinguts (Taula 18) mostren el nombre d’esdeveniments
presentats en cada grup experimental, és a dir el nombre de rates que
superen el criteri d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA dins dels
vint-i-cinc dies disponibles. Per altra banda també disposem de la sessio
concreta en la que els subjectes que pertanyen a cada grup experimental
assolien el criteri d’aprenentatge, aixi com els subjectes que no varen assolir
el criteri d’aprenentatge d’aquesta darrera fase del experiment (Taula 19).

Grup exp. Temps Estatus
1 13 Assolit
2 14 Assolit
PBS-PBS 3 16 Assolit
4 -- No assolit
1 6 Assolit
2 7 Assolit
3 8 Assolit
4 11 Assolit
5 13 Assolit
6 15 Assolit
DCS-PBS 7 19 Assolit
8 23 Assolit
9 -- No assolit
10 -- No assolit
11 -- No assolit
12 -- No assolit
13 -- No assolit
1 19 Assolit
DCS-MUSCIMOL 2 -- No assolit
3 -- No assolit

TAULA 19. Recull dels subjectes de cada grup experimental que varen assolir el criteri
d’aprenentatge de la tasca de reversio de la DVA (caselles de color verd), aixi con la sessid
experimental en la qual es va donar tal assoliment (columna Temps).
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Amb la important reduccié de la mostra que comporta aquest tipus
d’experiment en la fase final, i el fet de no comptar amb el grup experimental
que proporcionava major diferencia entre grups experimentals, no facilita
I’obtencid de resultats estadisticament significatius (Breslow, X?(2,
N=20)=1,039, p=0,520); s’obté un grau de significacié nul, estadisticament
parlant. En la figura 13 es representa la corba de supervivencia per a
cadascun dels grups experimentals analitzats.

100 =~

e PBS - PBS

esms PBS - MUSCIMOL
DCS - PBS

@m=s DCS - MUSCIMOL

80 -

60—

Ir

20 -~

Percentatge de casos que superen
el criteri d'aprenentatge

I I 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Sessi6 de Reversié en que s'assoleix
el criteri d’aprenentatge

FIGURA 13. Grafic d’analisi de la supervivéncia en I’assoliment del criteri d’aprenentatge de
la tasca de reversié de la DVA en I’'Experiment 2.
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Comparacié de mitjanes

Els mateixos analisis de comparacié de mitjanes que s’han realitzat en la
tasca d’adquisicié de la DVA també s’han realitzat en la tasca de reversio de
la DVA. Per tant també s’ha posat a prova el paper de la pertinenga a un
grup experimental en cada un dels ambits conductuals monitoritzats
mitjancant el protocol de les Skinner Boxes: percentatge de respostes
correctes, nombre d’omissions, errors “de palanca”, laténcia en respostes
correctes, latencia en respostes incorrectes, latencia en conducta d’ingesta i
preferencia per una palanca. No obstant, cal tenir en compte que degut al
establiment d’un criteri d’aprenentatge en la tasca d’adquisicio de la DVA,
aixi com un limit de sessions per assolir aquest criteri, es produeix una
notable pérdua de subjectes de la mostra valida. D’aquesta manera, en
I’analisi estadistic de la tasca de reversié només es disposa de les dades de
vint-i-dos subjectes, i aquesta reduida mostra segueix minvant al llarg de les
sessions de la tasca de reversid. També val a dir, que el nombre de
subjectes que pertanyen a cada grup experimental és relativament
desequilibrat si es compara amb la mostra que va iniciar la tasca
d’adquisici6 de la DVA.

La taula 25 mostra el grau de significacié de la comparacio de mitjanes
entre els grups experimentals en els ambits conductuals estudiats en la
tasca de reversié de la DVA.

L, %resp. N. Errors “de L. resp. L. resp. = A (72
Sessid e " . conducta una
correctes d’omissions palanca correctes incorrectes v
d’ingesta palanca
1 0,459 0,001 0,001 0,015 0,037 0,299 0,692
2 0,685 0,745 0,265 0,825 0,370 0,839 0,360
3 0,838 0,587 0,859 0,869 0,988 0,562 0,376
4 0,428 0,447 0,741 0,773 0,850 0,545 0,838
5 0,460 0,282 0,444 0,575 0,602 0,893 0,541
6 0,772 0,760 0,328 0,187 0,438 0,999 0,691
7 0,448 0,381 0,267 0,242 0,227 0,715 0,533
8 0,223 0,615 0,556 0,850 0,817 0,201 0,769
9 0,214 0,541 0,259 0,578 0,350 0,049 0,511
10 0,410 0,687 0,391 0,098 0,315 0,586 0,372
11 0,247 0,609 0,188 0,588 0,177 0,180 0,302
12 0,173 0,457 0,181 0,067 0,315 0,081 0,235
13 0,639 0,420 0,201 0,201 0,107 0,105 0,735
14 0,386 0,537 0,515 0,839 0,719 0,370 0,796
15 0,841 0,413 0,648 0,673 0,643 0,695 0,648
16 0,708 0,182 0,520 0,641 0,099 0,808 0,724
17 0,318 0,265 0,236 0,199 0,156 0,706 0,544
18 0,722 0,337 0,396 0,014 0,222 0,496 0,634
19 0,418 0,553 0,393 0,441 0,451 0,274 0,682
20 0,041 0,628 0,075 0,075 0,312 0,443 0,661
21 0,074 0,374 0,051 0,038 0,143 0,664 0,464
22 0,073 0,543 0,058 0,367 0,111 0,588 0,372
23 0,125 0,557 0,145 0,097 0,576 0,447 0,322
24 0,114 0,643 0,197 0,932 0,392 0,516 0,394
25 -- -- -- -- -- -- --

TAULA 25. index de significacié de les comparacions de mitjanes dels diferents ambits
conductuals de la tasca de reversio de la DVA. En verd es troben senyalitzades els index
estadisticament significatius.
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Sessid Correlacié de Pearson Significacio
1 0,482 0,031
2 0,273 0,245
3 0,044 0,855
4 0,235 0,318
5 -0,288 0,218
6 0,033 0,890
7 -0,254 0,294
8 -0,314 0,204
9 0,054 0,836
10 -0,353 0,164
11 -0,237 0,360
12 -0,435 0,092
13 -0,385 0,140
14 -0,349 0,221
15 -0,617 0,025
16 -0,716 0,009
17 -0,380 0,248
18 -0,593 0,055
19 -0,484 0,132
20 -0,322 0,398
21 -0,583 0,099
22 0,205 0,597
23 -0,536 0,137
24 -0,612 0,107
25 ---- ----

TAULA 26. Correlacio de Pearson i grau de significacié entre les variables “percentatge de
respostes correctes” i “preferéncia per qualsevol de les palanques” (sense distincid), en la

tasca de reversio de la DVA.

Tot i que quasi no s’observen graus de significacio alta en les correlacions
de Pearson per cada una de les sessions de la tasca, si que hi ha un
important nivell de significacio entre la preferencia per una de les palanques
global de totes les sessions i la sessio en que I’animal assoleix el criteri
d’aprenentatge (P=0,008).

Observant les dades obtingudes dels analisis de comparacié de mitjanes
(Taula 25) podem veure com |'efecte de la pérdua de mostra en la tasca
d’adquisicio produeix una davallada en la sensibilitat de I’eina estadistica i
quasi no s’observen diferencies significatives entre grups en els ambits
cognitius estudiats. Cal tenir en compte, que la majoria de subjectes amb un
baix rendiment, que proporcionaven majors diferencies entre grups han
quedat descartats per participar en la tasca de reversié de la DVA, ja que
primerament no han assolit el criteri d’aprenentatge en la tasca d’adquisicio

de la DVA.
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Tasca de camp obert

Amb la intencié de descartar un possible efecte del tractament de muscimol
i/o la DCS sobre la conducta motora dels subjectes, una mostra d’ells (PBS -
PBS (N=1), PBS - MUSCIMOL (N=3), DCS - PBS (N=14) i DCS - MUSCIMOL
(N=11)) varen ser seleccionats per sotmetre’s a un test en un laberint de
camp obert durant 10 minuts, tal i com es descriu al 'apartat Materials i
metodes d’aquest treball. S’observen diferencies significatives entre els
grups experimentals en els paramatres de distancia recorreguda
(F(3,29)=3,334; p=0,036) i velocitat (F(3,29)=3,328; p=0,036), perd no en el
nombre de transicions entre arees (F(3,29)=0,358; p=0,784). Sembla ser que
I’efecte individual de la DCS sobre el CPL potencia I'activitat motora dels
animals.
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V. DISCUSSIO

Qualsevol treball cientific o0 amb una minima intencionalitat productiva de
coneixement ha de sotmetre’s a un procés d’autoanalisis i reflexié final.
Nomeés aixi es posa en evidencia la intensitat descriptiva de la investigacio
realitzada, i la seva capacitat d’exposar de manera sintetitzada i clara la
conclusio provisional d’una hipotesis previament plantejada. En aquest sentit
cal observar els objectius principals i valorar la resolucié d’aquests com una
formula d’articular un dialeg constructiu que integri el present treball en la
literatura existent i es generin nous camins a explorar, atenent a les
mancances detectades o qliestions fins ara ignorades.

El present treball ha dirigit els seus esforgos a confirmar la hipoteis: “La
modulacio glutamateérgica al cortex prelimbic (CPL) afecta positivament sobre
els processos d’aprenentatge i memoria, essent capac de revertir el deficit
cognitiu induit per la inactivacio temporal de la influencia del nucli
parafascicular (PF) del talem sobre I'escorca prefrontal”, avaluant els
objectius experimentals plantejats com a guid dels experiments 1i 2
d’aquest treball. No obstant, cal tenir en compte que els ingredients
implicats en aquesta equacio biologica poden prendre molts i variats valors
en funcio de les circumstancies i diferencies individuals dels subjectes; de la
mateixa manera, que cal fer esment del caracter heterogeni dels resultats
recopilats en la literatura dels ultims vint o trenta anys.

Per poder avaluar el paper de la via talamo-cortical en processos complexes
d’aprenentatge de conductes dirigides a objectius s’ha hagut de diseccionar
els elements implicats a través del marc teoric descrit (veure apartat lll),
comencant per el nucli PF. Aquesta regio particular forma part del complex
IL del talem, una estructura que igual que la linia mitja del talem rep denses
innervacions moduladores procedents de moltes zones del sistema nerviés
central (SCN), i alhora es troba connectada a arees executives com el CPFm
i els ganglis basals (Varela, 2014). Per altra banda també s’ha procurat
valorar el paper del CPFm, i especialment el CPL, en les tasques cognitives
proposades amb la intencio de posar a prova el seu potencial com a diana
terapeutica per I'accié del farmac DCS (agonista rNMDA pel lloc d’uni6 de la
glicina). Per tant, a mode connectiu, també hem tractat la naturalesa dels
receptors glutamatergics de tipus NMDA, doncs les principals eferencies del
nucli PF son activadores de tipus glutamatergic i es dirigeixen principalment
al CPLi CIL (Quiroz-Padilla et al., 2010), al nucli estriat (Lacey et al., 2007) i
al nucli subtalamic, exercint control indirecte sobre els ganglis basals (Kita et
al., 2016).

En termes més practics, el nostre treball havia de procurar una condicio
experimental optima per confirmar la hipotesis i aixi revelar almenys part de
les funcions de la via talamo-cortical. Per aquet motiu generar un model
animal de deficit cognitiu basat en una estructura basica de la via esmentada
resultava ser una bona estrategia. Els estudis de Quiroz-Padilla i
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col-laboradors (2006, 2007 i 2010) aporten indicis d’un paper important del
nucli PF en funcions cognitives com I’'atencio, I’aprenentatge i la memoria
degut a la seva forta vinculacié a la modulacié de I'arousal cortical. Altres
estudis posteriors identifiquen el PF com una mena d’interruptor entre els
diferents estats de consciencia (Picchioni et al., 2014) o com una estructura
que tindria efectes en les associacions de tipus limbic (Kim et al., 2013). Per
aquest motiu I'Experiment 1 d’aquest treball actua com una aproximacié a la
hipotesis. Inactivant el nucli PF s’esperava un déficit cognitiu, degut
principalment per la influencia d’aquest nucli sobre estructures corticals
implicades en funcions executives, com és el cas de I’escorca prefrontal
medial. A través d’altres estudis es pot interpretar el nucli PF com
I'estructura de relleu entre els ganglis basals i el cortex que proporciona les
condicions cognitives optimes per tal d’inhibir impulsos basics i conductes
mecanitzades. Aixi doncs, no es pot entendre com una part indispensable
per al condicionament operant, pero si que tindria un rol important en la
codificacio dels errors al llarg del assajos per tal d’entendre les
contingencies i refinar la conducta final, evitant I’esfor¢ personal no produent
(Minamimoto et al., 2014; Bradfield et al., 2013; Picillo et al., 2017). No
obstant, altres estudis advertien un efecte rellevant del nucli PF sobre
I’estatus locomotor del animal (Barroso-Chinea et al. 2011; Alan et al., 2014) i
per aguest motiu s’ha avaluat també el comportament motor aplicant la
prova de laberint de camp obert al finalitzar cada experiment.

Experiment 1: Efectes de la inactivacio del nucli PF sobre la tasca de DVA

Els analisis estadistics aplicats en ’Experiment 1 demostren que la
inactivacié temporal del nucli PF del talem, mitjantcant I’'administracio
intracerebral de muscimol al nucli, afecta de forma estadisticament
significativa en la fase d’adquisicié de la DVA, aixi com també podem
comprovar el efecte que produeix sobre els resultats el valor que pren la
variable de la durada dels estimuls lluminosos que indiquen la palanca
reforcada, la qual pretén proporcionar dos nivells de dificultat a la tasca.
D’aquesta manera, amb un primer cop d’ull a I’'analisis de la supervivencia
podem observar com entre els grups amb un mateix nivell de dificultat
(marcat per la durada de la presentacié del estimul lluminds) existeixen
diferencies en funcié de la presencia o absencia del tractament gabaergic.
En general, els grups afectats pel muscimol mostren un menor nombre de
subjectes que superen el criteri d’aprenentatge. No obstant, cal remarcar
que el nivell de dificultat alt en la tasca (500ms) resulta ser un valor per la
variable independent que perjudica el rendiment de I’animal en la tasca, fins
el punt que aconsegueix fer minvar el grau de diferencies entre els grups
més perjudicats. Aixi doncs, el grup control més afavorit (1000ms - PBS)
presenta un rendiment significativament superior a la resta de subjectes,
especialment en les primeres sessions de la tasca d’adquisicié de la DVA, ja
que els subjectes que pertanyen a aquest grup i rendien més foren
traslladats a la seglient tasca abans que la resta, evitant aixi que poguessin
seguir puntuant per sobre de la resta de subjectes. Mitjancant la comparacio

113



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

de mitjanes en les variables dependents recollides podem veure com el baix
rendiment del grup 1000 MUSCIMOL ve donat principalment per un baix
percentatge de respostes correctes, un gran nombre d’omissions de
resposta (no respondre durant 15 segons després de presentar-se les
palanques), laténcies altes en les respostes de prémer les palanques i buscar
el menjar després de la resposta, i una major preferencia per prémer una de
les dues palanques, mostrant una manca clara d’aprenentatge de la tasca.
No obstant, el nombre d’errors comesos per prémer la palanca equivocada
és superior en els grups 500ms. Podriem trobar-nos davant d’un efecte
nociu de la curta durada del estimul lluminds, una condicié que pot provocar
que I'animal acceleri el seu comportament i actui impulsivament, donant
respostes sobre les palanques sense un minim temps de processament del
assaig. Per altra, I’'analisi de supervivencia del I’Experiment 1 en la tasca de
reversié de la DVA només s’aprecia una tendencia significativa comparant
els rendiments dels diferents grups. En aquest cas, sembla ser que la tasca
resulta tan complicada que al llarg de les primeres 20 sessions es mostra un
clar i aillat efecte del tractament del muscimol sobre el PF, el qual sembla
dificultar la capacitat de I’animal de considerar contingencies noves o
explorar conductes operants més aleatories, o podem considerar que els
subjectes que pertanyen a grups amb pitjor rendiment dificilment
conservaven una mostra nombrosa en la tasca de reversio de la DVA, aixi
doncs, les diferencies més clares entre grups desapareixen. No obstant, si
que podem apreciar una diferencia significativa del grup 1000 MUSCIMOL
respecte la seva alta latencia en el comportament de ingesta després de la
resposta operant, donant a entendre que aquest subjectes podrien estar
patint algun tipus d’alentiment en la seva conducta fruit de la seves
condicions experimentals. En tots els casos podem descartar I’efecte
estrany d’una motivacié per la ingesta diferent entre els grups experimentals,
ja que no s’ha percebut diferencies significatives en el percentatge de pes
respecte I'inici del experiment, en cap dels registres realitzats. També podem
descartar que els resultats obtinguts vinguin donats per una possible
afectacié motora per part del farmac muscimol sobre el nucli PF, doncs els
resultats de I’activitat motora en un laberint de camp obert foren iguals que
els mostrats pels subjectes que varen rebre infusions intracerebrals de PBS.

Amb aquestes dades podem considerar el tractament de muscimol sobre el
PF com una eina per generar models animals de deficit cognitiu sense
recorrer a lesions fisiques o quimiques. El muscimol presumiblement només
inactivara la regi6 del PF, pero podem inferir que aquest tractament té un
poderds efecte sobre les capacitats cognitives del subjecte, degut a la
connexio directa de tipus glutamatergic que té el nucli PF amb I’escorca
prefrontal. S’ha comprovat el poderds paper que té el nucli PF en la
modulacié del CPFm i el nucli estriat en les demandes cognitives (Schiff,
2016; Mair et al., 2011; Narayanan et al. 2013) i com la seva alta activitat
(freqliencies altes) facilita la integracié de informacio en les neurones
piramidals de I’escorga (Jones, 2009), mentre la lesioé del PF podria
perjudicar la generacio d’ones theta de I’escorca (Marini et al., 1998). Sense
recorrer a lesions del nucli PF, i mitjancant la inactivacié d’aquest fent servir
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I’administracio de intracerebral de farmacs gabaergics (com en el nostre
treball), altres investigadors també senyalen I'efecte de I’activitat del nucli PF
en I'alliberacié de neurotransmissors en I’escorga, concretament acetilcolina
en I'estriat en condicions de flexibilitat cognitiva (Brown et al., 2010; Kato et
al., 2011). Aquests i altres indicis esmentats anteriorment (veure apartat Ill)
ens donen una perspectiva amplia de les implicacions del PF en diferents
arees cognitives. Degut a la modulacié que exerceix sobre multiples
estructures de 'escorca prefrontal el nucli PF no només s’ha relacionat amb
flexibilitat cognitiva, sind també amb les funcions cognitives estretament
relacionades amb aquesta, com sén 'atencio (Kinomura et al., 1996, Hulme
et al., 2010; Paus et al., 1997), 'aprenentatge i I’activitat dirigida a objectius
(Quiroz-Padilla et al., 2010; Bradfield et al., 2013; Bradfield i Balleine, 2017) i
diferents tipus de memoria: implicita i relacional (Quiroz-Padilla et al., 2006 i
2007; Castiblanco-Piferos et al., 2011). Per tant, podem considerar que en
el nostre treball la inactivacioé temporal del nucli PF pot estar perjudicant la
correcta activitat de les estructures de I'escorga prefrontal i I’estriat, afectant
principalment a les capacitats cognitives de I'animal en la tasca de la DVA.
Varis investigadors ressalten el paper del nucli PF com a estructura clau en
els canvis d’estat de consciencia i en la modulacio del nivell d’atencié de
I’animal. Aquests dos aspectes son primaris per el bon rendiment en les
tasques amb demanda cognitiva, doncs si un subjecte no atent correctament
a la seva situacio experimental o no percep adequadament la presentacio
dels estimuls que ha d’interpretar no podra mostrar aprenentatge de
contingencies i memoritzacié d’aquestes, aixi com la valoracio interna del
biaix entre I'esfor¢c de I’accié i la recompensa a percebre (Minamimoto et al.,
2014). Aquesta valoracié interna que faria I’animal suposaria I’Gltim pas en la
conducta final de I'animal i s’encarregaria de proporcionar unes condicions
cognitives per una bona eleccid i la inhibicié de les conductes mecanitzades.
Esperem que aquest factor prengui rellevancia en la tasca de reversio, en la
que es canvien les contingencies, perd també és molt important en la tasca
d’adquisicio de la DVA, doncs la presentacio aleatoria de la palanca
reforcada obliga a ’animal a atendre al entorn i a interpretar aquest de nou
en cada assaig, encara que la contingencia no canvii. Aixi doncs, la tasca de
DVA, amb una important demanda atencional, posa a prova les condicions
experimentals del animals, els quals si es troben afectats per I'accié del
muscimol sobre el nucli PF poden mostrar un baix rendiment en la tasca,
doncs la innervacio glutamatergica del nucli PF sobre I'escorca s’estén
ampliament, modulant I’activitat d’un gran nombre d’estructures cognitives.
La inactivacio del nucli PF, podria estar afectant fins i tot als nivells de
subunitat GIuN1 dels receptors NMDA del cingulat i I'escorca prelimbica
(Fernandez-Cabrera et al., 2017) i donar a entendre que aquests receptors
tenen un paper pro-cognitiu sensible als inputs procedents del nucli PF.

En el Experiment 1, varem establir dos nivells de dificultat amb la finalitat de
comprovar com I'administracié de muscimol en el PF podria interactuar amb
les exigencies atencionals de dos durades diferents dels estimuls lluminosos.
En el plantejament era logic imaginar que el grup amb un nivell de dificultat
major (500ms MUSCIMOL) mostrés un rendiment molt inferior a la resta
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grups. No obstant, en la tasca d’adquisicié de la DVA els dos grups amb una
durada de I’estimul de 500ms foren equivalents, i fins i tot amb un lleuger
avantatge del grup afectat pel farmac per sobre del grup control. Sembla ser
que 'exigencia atencional d’un estimul de tan poca durada igualava el
rendiment dels subjectes d’ambdds grups. No obstant, observant els
resultats obtinguts en la tasca de reversio de la DVA, podem apreciar com
els dos grups de 500ms igualen puntuacions de rendiment en I’'analisi de la
supervivencia, i fins i tot arriben a superar al grup més afavorit (1000ms PBS)
en el percentatge de subjectes que superen el criteri d’aprenentatge. Aquest
fenomen podria donar-nos pistes d’un possible efecte protector de la durada
del estimul. Es a dir, I’estimul lluminds amb una durada de 500ms forca
I’animal a focalitzar la seva atencio en la tasca d’una manera més activa; els
subjectes no perden el nivell de concentracié en la tasca i aquesta implicacio
extra acaba suposant una millora en la seva capacitat per resoldre les tasca.
L’exigéncia atencional que suposa un estimul més curt es converteix en un
entrenament afegit que es desenvolupa al llarg de les sessions. En el
Experiment 2 es descarta I’'Us de diferents nivells de dificultat, doncs sembla
ser que estimuls lluminosos de 500ms de durada suposen un repte per
I’atencio, dificil de superar fins i tot en animals control, i per tant podrien
perjudicar la interpretacio de les dades.

Finalment, en la llista de dades no contemplades en un inici, es troba la
dilatacié del temps entre la resposta correcta del subjecte i la seva conducta
de ficar el cap en el receptacle per iniciar la conducta de menijar el pellet de
refor¢. En ’Experiment 1, aquest fenomen es troba en la tasca d’adquisicio
de la DVA sense destacar de la resta d’ambits conductuals registrats, pero
les diferencies entre grups en aquesta latencia es conserven en la tasca de
reversio de la DVA, mentre no ho fan en la resta d’ambits conductuals
registrats. Podem observar com el grup 1000ms MUSCIMOL mostra una
laténcia significativament major que la resta de grups, suggerint un possible
efecte compost per una exigencia atencional laxa (1000ms) i un efecte
negatiu del muscimol en el nucli PF sobre I’activitat motora del animal. Per
tant, atenent a que el test de camp obert no va mostrar diferencies
significatives entre grups, podem deduir, que els efectes negatius en la
conducta locomotora que podrien provocar el muscimol en el nucli PF
requereixen de un temps minim per la seva aparicio; i per aquest motiu no
s’ha detectat aquest efecte en els curts tests de camp obert realitzats (tests
de només 10 minuts de duracio).

Experiment 2: Efectes de la infusid intracerebral de DCS al CPL sobre
reversio del deficit cognitiu induit per la inactivacio temporal del nucli PF del
talem, en rates

Com ja hem mencionat anteriorment, la influencia talamica i especialment del
nucli PF sobre I’escorca prefrontal desemboca en la modulacié de I’activitat
d’aquest Ultim i en la possible modulacié de les capacitats cognitives dels
subjectes. Les lesions del nucli PF provocarien deficits cognitius associats a
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la manca d’activitat en les regions diana de I’escorca prefrontal que sén
innervades per el nucli PF. En el nostre treball ens hem centrat en el CPL,
una estructura molt extensa en el CPFm de les rates, que els investigadors
defineixen com I'area homologa a I’escorga prefrontal dorsolateral d’humans
i primats no humans (Granon et al., 1998; Vertes, 2004), la qual degut a les
seves projeccions al nucli estriat dorsomedial posterior, és una regio critica
en I’aprenentatge dirigit a objectius (Hart i Balleine, 2016) i per aquest motiu
d’aquesta estructura podem esperar una important influencia sobre el
rendiment de I’animal en un protocol experimental de condicionament
operant de tipus apetitiu, un tipus de tasca que principalment s’ha relacionat
amb el CPFm. Podem confiar que I'estimulacié del CPL mitjangant
I’administracio intracerebral de DCS millori el rendiment en la tasca
d’adquisicio de la DVA. El mateix tractament també hauria de mostrar
efectes similars en la tasca de reversio de la DVA (el nostre protocol de
flexibilitat cognitiva), doncs estudis com els de Turi et al. (2016) proposen
que 'estimulacié de la regié homologa esquerra en subjectes humans
provoca un increment en I’aleatorietat d’eleccio, el que podria considerar-se
com un estat intern optim per a detectar noves contingencies.

En el nostre experiment cap dels animals que pertanyen al grup PBS-
MUSCIMOL va assolir el criteri d’aprenentatge de la DVA en la tasca
d’adquisicio; mentre els subjectes DCS-PBS i PBS-PBS mostren els millors
resultats al no veure’s afectats pel deficit cognitiu que provoca
I’administracié de muscimol en el nucli PF. Per altra banda, sembla ser que
tres subjectes de la mostra inicial d’onze subjectes del grup DCS-
MUSCIMOL aconsegueix assolir el criteri d’aprenentatge de la tasca
d’adquisicio de la DVA. No obstant, les diferencies de rendiment entre
aquest grup i el grup PBS-MUSCIMOL no sén importants, doncs només sén
estadisticament significatives en poques sessions, i per tant no es tracta
d’una diferencia estable. En la tasca d’adquisicio de la DVA podem veure
com en els animals control (PBS en PF), els subjectes tractats amb DCS al
CPL milloren el seu rendiment respecte als subjectes no tractats amb DCS.
No obstant les diferencies no sén estadisticament significatives. El mateix
succeeix amb els subjectes amb déeficit cognitiu per inactivacié del PF; la
DCS pal-lia els efectes del model de déficit, perd d’una manera subtil i en
cap cas revertint totalment I'efecte cognitiu de la inactivacié del PF. Per tant,
les diferencies significatives es troben principalment en el moment de
comparar els subjectes que pertanyen a grups afectats per la inactivacié del
PF amb muscimol i els animals sense inactivacié del PF. En aquest cas
podriem parlar d’'una manca d’efecte de la DCS sobre el CPL, o d’un molt
poderos efecte del muscimol sobre el nucli PF, que no admet una reversié
facil; no obstant allo més probable és que la influencia del nucli PF sobre
I'activitat cognitiva dels subjectes estigui compromesa a més d’una
estructura cortical, no només al CPL. Analitzant la comparacié de mitjanes
entre els grups experimentals per cada una de les variables recollides,
podem observar com el grup PBS-MUSCIMOL és el que mostra un pitjor
rendiment en la tasca d’adquisicio de la DVA, fet que queda reflectit en el
seu baix percentatge de respostes correctes i en el seu al nombre
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d’omissions de resposta. Aquestes dades son altament coincidents amb les
trobades en I’Experiment 1 i donen consistencia a la idea que la inhibicié de
I’atencid és I’ambit cognitiu més vinculat al deficit d’activitat del nucli PF. Per
altra banda, les laténcies de resposta o de conducta alimentaria més altes es
troben també en el grup PBS-MUSCIMOL. Per altra banda, el grup DCS-PBS
és el grup amb un major nombre de respostes correctes en totes les
sessions de la tasca d’adquisicio de la DVA per sobre de la resta de
subjectes, no obstant sembla ser que gran part dels subjectes que formen
part d’aquest grup acaben assolint el criteri d’aprenentatge en les Ultimes
sessions, permetent que un gran nombre de subjectes puntui al llarg de les
sessions i marqui una forta diferencia, especialment amb els subjectes
afectats pel tractament amb muscimol. El grup PBS-PBS en canvi, destaca
pel seu baix nombre d’omissions de resposta, i complementariament per un
elevat nombre de respostes incorrectes per prémer la palanca incorrecte.
Sembla ser que el animals d’aquest grup, sense cap afectacié farmacologica
tendeixen a ser els més atents a la tasca, i per tant dins del total de time outs
la majoria son errors de palanca. L’animal tendeix a contestar la major part
dels assajos. Malauradament en la tasca de reversié de la DVA del
Experiement 2, la perdua d’un grup experimental sencer per no haver
superat el criteri d’aprenentatge de la tasca d’adquisicié de la DVA i la
perdua global de subjectes en la resta de grups provoca que les diferéncies
de rendiment entre els subjectes siguin minimes. Estem parlant de mostres
molt petites de subjectes, i un cert efecte de seleccid dels subjectes amb
millor rendiment a causa de la naturalesa del protocol utilitzat. Els tres grups
que han participat en la tasca de reversié de la DVA no poden mostrar
diferencies de rendiment entre ells.

Al poder observar efectes, encara que discrets, de la DCS sobre el CPL
podem dir que els resultats obtinguts en el nostre experiment segueixen la
linia marcada per altres investigacions previes que també estudiaven el
paper del CPFm en tasques de condicionament operant (Killcross i
Coutureau, 2003; Maruki et al., 2003) o tasques d’atencio sostinguda i
deteccié de senyals (Grafion et al., 1999; Williams et al., 1999). No obstant,
altres estudis com els de Trask (2017) ens poden donar indicis d’un possible
efecte contraproduent del tractament de la DCS sobre el CPL, ja que una
estimulacié d’aquesta regié podria enfortir I’efecte de renovacié després
d’un procés d’extincio. En el nostre estudi el context experimental de les
gabies Skinner Box dificultaria que els subjectes canviessin la seva resposta
instrumental. A diferencia del CIL, el CPL sembla encarregar-se de conservar
i reactivar conductes resultat d’aprenentatges adaptatius, ignorant el procés
d’extincio i fomentant comportaments poc flexibles. Halladay i Blair (2017)
després de valorar treballs precedents resumeixen els papers del CPL i el
CIL com dues regions amb funcions antagoniques pero amb activitats
coexistents. Mentre el CPL fomenta I’execucié d’'un comportament dirigit a
objectius i primari en el sentit evolutiu, el CIL actuaria d’agent controlador
d’aquesta activitat mecanitzada per tal d’afavorir la flexibilitat cognitiva. Per
tant, si el nostre treball hagués girat Unicament entorn la idea d’avaluar les
capacitats cognitives de tipus flexible del CPFm, un enfocament més
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encertat hauria sigut plantejar una hipotesis en la que el CIL s’identifiqui com
una regié diana d’estimulacié mitjancant DCS, i el protocol experimental
emprat consistis en un conjunt de sessions experimentals amb
contingencies aleatories a cada sessio. En el cas que el rendiment dels
subjectes en respostes correctes superés el 50% podriem inferir que I’'animal
tendeix a estar obert a escollir respostes operants exploratories, sense
restringir-se a actuar com ha apres amb anterioritat.

En termes generals el CPFm és considerat una regid clau pel processament
cognitiu que desemboca en conductes operants. El gran nombre de
innervacions que rep només és equiparat al gran nombre de funcions
cognitives amb el qual es relaciona aquesta area. La morfologia de les seves
connexions és complexa, pero a grans trets es pot resumir en circuits
activadors de tipus glutamatergic i circuits amb menys recorregut i de tipus
inhibitori (interneurones gabaergiques) que modularien I'activitat dels
primers. Aixi doncs I’eleccié final d’un animal enfront dilemes cognitius per
complir amb condicionaments operants apetitius o aversius és el resultat
final de la combinaci6 d’activacions neuronals de I’escorga prefrontal medial
i els patrons electrics generats en el procés. El plantejament inicial d’aquest
treball i el de molts altres abans, es sustenta en el convenciment que el gran
nombre de receptors NMDA (glutamatergics i ionotropics) que es troben en
el CPFm sén una clara diana terapeutica per procurar potenciar les funcions
cognitives d’aquesta area fent Us d’agonistes com la DCS. Tot sembla
apuntar a una logica simple per la qual un farmac amb un nivell d’afinitat
equivalent al de la glicina (agonista endogen) i uns receptors de resposta
simple (obertura directa de canals de Ca®*) dona lloc a activacions poderoses
dels circuits implicats en la millor i més eficient presa de decisions en la
cerca d’objectius. No obstant, cal tenir en compte que les diferents regions
del CPFm, entre elles el CPL, poden mostrar indicis d’especificitat funcional
més o menys evidents degut principalment a factors com la densitat de
receptors o la combinacié de subunitats que els composen (veure apartat Ill).
Aixi doncs, els rNMDA poden donar lloc a patrons d’activitat diferents en
funcié de molts factors. Fins i tot, les circumstancies ambientals o les
experiencies del subjecte poden afectar a I'expressié de les proteines que
composen els receptors esmentats. Per exemple, varis estudis han
comprovat com certes subunitats dels rNMDA pateixen una regulacié a la
alca fruit d’aprenentatges d’extincio, suggerint un cert efecte PLT, i que la
DCS administrada conjuntament a les sessions d’extincié provoca una
facilitacié de I'aprenentatge i una reconfiguracié dels nivells de subunitats
rNMDA en el CPFm (Sarido gan et al. 2015), descrivint un increment de la
proteina GIuN1 en el grup de subjectes que ha gaudit del tractament de DCS
posterior al entrenament d’extincié. Es tractaria d’un possible efecte de la
DCS depenent del nivell de consolidacio del aprenentatge previ a
I’administracio del tractament. No obstant, no hi ha consens entre els
diferents treballs al respecte aquest efecte de la DCS, ja que alguns dels
treballs indiquen que el tractament de DCS combinat amb I’extincié no
suposa diferencies significatives en I'expressio de proteines respecte als
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subjectes que només han seguit I’entrenament d’extincié (Gupta et al., 2013;
Sierra et al., 2016; Gerwitz et al., 1997).

La DCS ha actuat en nombrosos precedents experimentals com un
tractament facilitador en processos cognitius-conductuals; una mena de
catalitzador per accelerar I'aprenentatge adaptatiu. No obstant, la varietat
d’investigacions que posen a prova I’efecte de la DCS semblen discrepar en
el tipus de memories en les que els subjectes son més beneficiats. Mentre
alguns estudis defensen un especific efecte sobre les memories de tipus
declaratiu, altres consideren que el major benefici es troba en proves de
memoria procedimental o emocional. Aixi doncs parlem de resultats
contradictoris en la recent literatura recollida, doncs probablement la via
d’administracid, el moment d’aquesta o les exigencies de les proves donen
lloc a heterogeneitat de resultats. En la majoria dels estudis de la DCS es
duen a terme administracions sistemiques que dificulten disposar de dades
especialment clares. No obstant els indicis apunten que la DCS facilita que
I’animal no segueixi patrons de comportament rigid i disposi d’'una cognicid
flexible, amb tots els avantatges i inconvenients que aixo suposa. Per tant,
en principi, la DCS hauria de ser principalment indicada com un farmac per
millorar el rendiment en la flexibilitat cognitiva, pero encara sén molts els
estudis ha realitzar per la comunitat cientifica per concloure la cerca de
potencials usos y combinacions terapeutiques que ens pot oferir aquest
component. Amb la intencié de minimitzar el nombre de factors estranys que
poden afectar sobre I'efecte final de la DCS, en el nostre estudi, s’ha optat
per un tipus d’administracio intracerebral. Mitjancant la implantacié d’una
canula guia bilateral situada en la regi6 diana del cervell esperem millorar
I'afinitat del tractament i I'especificitat de la seva accio terapeutica.

En el nostre treball, principalment seguim la linia dels experiments realitzats
amb anterioritat en el nostre laboratori per part del nostre grup d’investigacio
per tal d’incrementar la consistencia de les troballes. Variant certs aspectes
d’un disseny experimental i conservant altres elements d’aquest podem
esbossar millor el funcionament especific d’un farmac i les regions cerebrals
implicades en la prova. Per exemple, I’estudi de Villarejo-Rodriguez et al.
(2013) proven I’efecte de la DCS sobre el CPL, i hipotetitzen una possible
reversio d’'un model de déficit cognitiu a partir de la manipulacié del nucli PF.
No obstant, la diferencia de resultats pot venir donada per les variacions que
s’incorporen en el nostre treball. Mentre I'estudi de Villarejo et al. (2013) basa
el seu model de déficit cognitiu en la lesié permanent del nucli PF, el nostre
estudi s’aventura en I'Us de la inactivacio temporal del PF mitjancant un
farmac agonista dels receptors GABAa. Aixo podria donar lloc a una certa
inestabilitat del nostre model de déficit, ja que al llarg de les sessions
experimentals cada administracié pot mostrar diferencies respecte les
anteriors o les seguUents. Un major nombre de subjectes podria reduir
aquesta variable estranya tan dificil de controlar. Per altra banda, una de les
variacions més fortes respecte altres estudis del nostre grup de recerca és el
protocol experimental utilitzat: les tasques d’adquisicio i reversio de la DVA;
que a priori posarien a prova capacitats cognitives més complexes o menys

120



Tesi Doctoral Universitat Autonoma de Barcelona Pol Barros

primaries en les que no entren en joc aprenentatges basats en la generacio
d’ansietat en I’animal, la presentacié d’estimuls aversius, ni impliquen I’Us de
sentits filogeneticament més basics, com és el cas de I'olfacte en la tasca de
discriminacio olfactoria o la transmissié social d’olors (Villarejo- Rodriguez et
al., 2013; Portero-Tresserra et al., 2013).

Com ja s’ha esmentat anteriorment, el deficit cognitiu induit mitjangant la
infusio intracerebral del muscimol en el nucli PF és un efecte de dificil
reversié. La causa més probable d’aquest fenomen es trobi en la vinculacio
de la tasca emprada (la DVA) no només amb una estructura del cortex
prefrontal, sind en varies. Per tant, ’'administracié de DCS sobre el CPL, tot i
mostrar una certa millora sobre els subjectes tant sans com afectats pel
deficit cognitiu, no sembla ser suficient per revertir de manera completa el
deficit. Es tracta d’una fet esperable tenint en compte la densa i extensa
innervacié procedent del nucli PF. Per altra banda cal destacar un fenomen
descrit de manera generalitzada per part de no pocs investigadors:
I’administracio repetida de DCS pot generar tolerancia per part de I’'animal i
reduir drasticament el seu efecte sobre la conducta (Parnas et al., 2005). Tot
i que els beneficis que aporta la DCS son dosi dependent (Walker et al.,
2002) és facil trobar un efecte sostre en la corba dosi-resposta com en tots
els agonistes que acaben per saturar un receptor. Pero en el cas de la DCS
també observem un efecte negatiu de I'administracio cronica del farmac,
doncs s’ha pogut constatar que una menor freqiiencia i un menor nombre
d’administracions té un efecte major sobre el rendiment en les tasques
cognitives a les que es posen a prova els subjectes. Els receptors podrien
dessensibilitzar-se fins aconseguir que una administracié cronica
desemboqui en resultats equivalents al placebo (Sarido"gan et al. 2015;
Schade i Paulus, 2016). Goff (2016) proposa que les dosis elevades i
repetides afecten a masses dels receptors disponibles, augmentant la
probabilitat que la DCS actui sobre les subunitats GIuN2B amb un perfil
antagonista per als rNMDA. Sens dubte, el fenomen de la tolerancia a la DCS
dels subjectes a través d’administracions croniques entra en conflicte directe
amb el protocol utilitzat en els nostres experiments. En un maxim de 15
sessions en la tasca d’adquisicié de la DVA i un maxim de 27 sessions (2+25)
en la tasca de reversio de la DVA els animals han rebut dosis diaries de DCS
sobre el CPL sense canvis en les proporcions de la solucio infosa a través de
les canules. Per aquest motiu, és molt probable que el possible efecte de la
DCS sobre els subjectes experimentals s’hagi vist reduit, especialment
durant les ultimes sessions. En futures investigacions cal tenir en compte
aquest efecte de la tolerancia i invertir part dels esforgos en esbrinar el llindar
en el que s’evidencia I'efecte de la tolerancia a la DCS i reajustar el protocol
en consegliéencia per tal d’obtenir dades sense biaixos.

En ’Experiment 2, la DCS respon com cabia esperar després d’analitzar la
literatura existent. Els subjectes estimulats al CPL per I’administracié
intracerebral de DCS no mostren diferencies significatives respecte al grup
control; i aquesta manca d’efecte probablement vingui donada per I’efecte
de la tolerancia i/o per la regi6 diana del tractament, la qual, a diferencia del
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CIL, no es vincula de manera especifica amb la flexibilitat cognitiva. Per altra
banda, també en I’Experiment 2, concretament en la tasca d’adquisicié de la
DVA, unes dades que no esperavem trobar escriuen noves incognites.
Revisant les comparacions de mitjanes entre grups del percentatge de
respostes correctes i del nombre d’omissions s’observa que ambdds ambits
cognitius es troben emparellats en els nivells de significacid, mentre no
s’observen tals diferencies entre grups en el nombre d’errors comesos per
prémer la palanca incorrecte. Per tant, a diferencia d’allo observat en
I’Experiment 1, els subjectes amb pitjor rendiment del Experiment 2 deuen
aquests mals resultats a I’'omissié de respostes. Probablement aquests
subjectes no arriben a superar la tasca d’adquisicié i per aquest motiu el
fenomen esmentat no es troba en la tasca de reversié. Sembla ser que els
subjectes afectats pel model de deficit cognitiu es troben especialment
afectats, i que la doble intervencié esterotaxica pot suposar un dany en la
regidé CPL que els provocaria una certa desconnexié atencional a la tasca i
un pitjor rendiment en comparacié als subjectes del model de déeficit cognitiu
del Experiment 1, i fins i tot podria explicar perque els resultats de
I’administracié de DCS en el grup DCS-PBS no genera tantes diferencies
com cabria esperar respecte el grup PBS-PBS, o els membres d’ambdds
grups ofereixin puntuacions molt altes des de les primeres sessions de la
tasca d’adquisicié de la DVA, pero triguin a superar el llindar del criteri
d’assoliment de I'aprenentatge que els retiraria de la tasca.

Finalment cal destacar, que una de les possibles raons per un manca
d’efecte de la DCS sobre el CPL en les tasques que requereixen flexibilitat
cognitiva en la DVA pot ser el fet que la CPL no estigui vinculada a flexibilitat
cognitiva intramodal. Es a dir, que la CPL tingui un paper important en la
flexibilitat cognitiva només en les tasques en que els canvis de contingencia
vinguin acompanyats de canvis en la modalitat de I'aprenentatge i/o la
modalitat dels estimuls (Birrell i Brown, 2000; Boulougouris et al., 2007;
Chudasama et al., 2001; de Bruin et al., 1994; Joel et al., 1997a; Ragozzino
et al, 1999a; 1999b; 2003).

Aquestes dades, aixi com les incognites que poden inspirar, s’han
d’interpretar com les llavors d’investigacions a realitzar en un futur, ja sigui
amb la intencié de refinar la metodologia emprada o amb I'objectiu
d’explorar noves hipotesis; i principalment han de suposar punts de
referencia per profunditzar en la investigacié de les relacions anatomiques i
funcionals que es troben entre les estructures cerebrals, doncs només aixi la
ciencia s’aproxima a descobrir el veritable funcionament de les nostres
capacitats com a essers intel-ligents.
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VI. CONCLUSIONS

1. Lainactivacio temporal del nucli PF del talem mitjancant
I’administracio intracerebral del muscimol, al nucli PF del talem abans
de cada sessio experimental de les tasques d’adquisicid i reversié de
la DVA impedeix el correcte assoliment del criteri d’aprenentatge
establert. Aquest efecte es pot atribuir a la influencia glutamatergica
del nucli PF sobre el CPFm, i el vincle d’aquest ultim amb la tasca.

2. Elrendiment en la tasca de DVA es veu afectat pel grau de dificultat
de la tasca que proporcionen les diferents durades dels estimuls
lluminosos que indiquen les palanques reforgades. Estimuls de 500ms
suposen més dificultat que estimuls de 1000ms. Per tant la tasca de
DVA té un important factor atencional.

3. El déficit cognitiu induit mitjancant la inactivacié temporal del PF
comporta un augment del nombre d’omissions en les respostes.
Aquest efecte es pot atribuir a un déficit en I'atencio, i s’intensifica en
els subjectes que han estat sotmesos a una doble cirurgia per
implantar canules bilaterals: a el nucli PF i al CPL.

4. El déficit cognitiu mitjancant la inactivacié temporal del PF produeix
un augment del nombre de respostes incorrectes per prémer la
palanca no reforgcada i un augment en les latencies de resposta
(prémer la palanca) i la conducta de ingesta (menjar després de
prémer la palanca).

5. L’administracié de DCS, un agonista parcial dels rNMDA, al CPL
facilita la tasca d’adquisicio de la DVA en subjectes sans i amb deficit
cognitiu induit per la inactivacié temporal del nucli PF. Pero no suposa
una diferencia significativa dins de cada categoria de tractament del
nucli PF (PBS vs MUSCIMOL).

6. La DCS administrada en el CPL facilita de forma significativa la tasca
de DVA. Aquest efecte es pot atribuir a la modulacié glutamatergica
de processos cognitius depenents del CPFm.

7. La DCS en el CPL té tendencia a revertir el déficit cognitiu per
inactivacié temporal del PF en la tasca de la DVA. Aquest efecte
s’atribueix a la influencia del PF sobre el CPL. Probablement les
capacitats cognitives implicades en la DVA estiguin vinculades amb
més estructures del CPFm, també innervades pel nucli PF.

8. Els resultats obtinguts en els experiments realitzats, no poden ser

atribuits a canvis en el pes dels subjectes com a conseqiiéncia de la
restriccio alimentaria i, per tant, a aspectes motivacionals.
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