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I. INTRODUCCIO

L’objectiu general del treball de recerca presentat en aquesta tesi doctoral ha
consistit en analitzar el substrat neural subjacent a 'aprenentatge de la transmissié social
de preferéncia alimentaria (TSPA), una tasca d’aprenentatge relacional. Concretament,
hem estudiat la participacié de les projeccions colinérgiques corticals del nucli basal
magnocel-lular (NBM) en aquesta tasca. Per aquest motiu, s’han avaluat, en primer lloc,
els efectes conductuals de l'estimulacié eléctrica intracerebral (EIC) de I'NBM sobre
'adquisicié i la retencié de la TSPA. En segon lloc, per poder determinar a través de quines
arees cerebrals 'EIC de 'NBM podria exercir el seu efecte modulador dels processos
cognitius, s’han estudiat a nivell molecular, mitjangcant I'analisi de I'expressié de la proteina
c-Fos, les arees cerebrals activades pel tractament d’estimulacié. Finalment, per confirmar
la participacié de les projeccions colinérgiques corticals, s’han investigat els efectes del
bloqueig amb escopolamina dels receptors muscarinics del cortex prelimbic (PL), una de
les regions corticals diana activada durant el tractament d’EIC de 'NBM, en 'aprenentatge i

la memoria de la TSPA.

Aquest objectiu experimental s’ha emmarcat dins les linies generals de recerca del
nostre laboratori denominades Mecanismos neurofisiolégicos implicados en la reversion
funcional, mediante estimulaciéon eléctrica del cerebro, de alteraciones cognitivas en
modelos animales de Alzheimer y amnesia diencefalica (BS02002-03441) i Mecanismos
neurofisiolégicos implicados en la modulacion de los procesos cognitivos complejos por los
sistemas de arousal del prosencéfalo basal y el talamocortical (SEJ2005-02518) dirigides
per la professora Margarita Marti Nicolovius. Aquestes linies d’investigacié plantegen com
una de les seves principals finalitats establir models de facilitacié de I'aprenentatge i la
memoria de diferents tipus de tasques mitjangant I'estimulacié d’estructures que, com
'NBM, formen part dels sistemes neuromoduladors del cervell. Alhora que pretenen
explorar els mecanismes neurofisioldgics subjacents a la modulacié dels processos
cognitius complexes que exerceixen dos sistemes d‘atencié i activacié cerebral, el del

prosencéfal basal i el talem cortical.

Els treballs d’aquesta tesi doctoral es presenten en forma de compendi de
publicacions. El primer dels articles porta per titol Effects of nucleus basalis magnocellularis
stimulation on a socially transmitted food preference and c-Fos expression i ha estat
publicat a la revista Learning and Memory (2006), 13(6):783-93. En aquest treball s’han
realitzat dos experiments en els quals s’han estudiat els efectes de 'EIC de 'NBM aplicada

preentrenament sobre la TSPA, en dos intervals de retencié (immediat i 24 hores), i els
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efectes d’aquest mateix tractament en I'activacié de diferents arees cerebrals mitjancant
I'analisi de I'expressié de c-Fos. Els resultats mostren que I'EIC de 'NBM provoca un efecte
facilitador de la TSPA en els dos intervals de retencié analitzats i un augment de I'expressié

de c-Fos en diferents regions prefrontals i en algunes regions de la formacié hipocampal.

El segon article, que porta per titol Muscarinic cholinergic receptor blockade in the
rat prelimbic cortex impairs the social transmission of food preference i ha estat publicat a la
revista Neurobiology of Learning and Memory (2007), doi:10.1016/j.nIm.2006.12.003, té
com objectiu principal avaluar I'efecte del bloqueig muscarinic preentrenament del cortex
PL sobre la TSPA. Els resultats d’aquest treball mostren un impediment sever de la
retencido de la TSPA mesurada en dos intervals, immediatament i 24 hores després de

I’entrenament.

La present tesi doctoral esta organitzada en quatre seccions principals. En la
primera part, es presenta el plantejament i els objectius generals dels diversos experiments
realitzats emmarcats dins del context experimental en el qual s’inscriu la tesi. En segon lloc,
s’exposa una revisio dels antecedents experimentals existents a la literatura cientifica
referents a la tasca de TSPA, i a les estructures cerebrals NBM i PL. En concret, en aquest
apartat es descriu, per una banda, el fenomen de la TSPA i les arees cerebrals que s’han
vist implicades en la seva adquisicio i retencid, i per l'altra, les principals caracteristiques
neuroanatdmiques i neuroquimiques de 'NBM i el PL, aixi com la seva participacié en la
modulacié de les funcions cognitives. En la tercera part, es presenten els dos treballs
experimentals publicats acompanyats d’un breu resum dels objectius, de la metodologia
utilitzada i dels principals resultats obtinguts. Finalment, es presenta un apartat de
discussio final i de conclusions generals en el qual es realitza una analisi conjunta dels
resultats obtinguts, englobant-los dins el marc general d’identificacio i descripcio de

sistemes cerebrals implicats en la facilitacié d’aprenentatges i la formacié de memories.
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Il. PLANTEJAMENT i OBJECTIUS

L’'NBM forma part del prosencéfal basal (PB) i proporciona la major font d’innervacio
colinérgica a les arees prefrontal, frontal i parietal del cortex cerebral (Casamenti i col.,
1986; Johnston i col., 1979; Kurosawa i col., 1989; Lehmann i col., 1980; Mesulam i col.,
1983b; Wenk j col., 1980; Woolf i col., 1983), alhora que envia extenses projeccions a
l'amigdala (Mesulam i col., 1983b). Una de les funcions generals atribuides a I'NBM, i
especialment a les seves neurones colinérgiques, é€s la modulaci6 de les funcions
cognitives (Everitt i Robbins, 1997; Gold, 2003; McGaughy i col., 2002; Sarter i col., 2003;
Wenk, 1997). Nombrosos treballs proposen que les neurones colinérgiques de I'NBM
participen en la mediacié dels processos atencionals (Baxter i Chiba, 1999; Chiba i col.,
1995; Gill i col., 2000; Himmelheber i col., 2000; Himmelheber i col., 2001; Lehmann i col.,
2003; McGaughy i col., 2002; Sarter i col., 2001). No obstant, cada cop hi ha més
evidéncies que impliquen també les projeccions colinérgiques de I'NBM en funcions
cognitives diferents de l'atencidé i que poden ser categoritzades com a mnemoniques
(Bailey i col., 2003; Berger-Sweeney i col., 2000; Butt i col., 2003; Chudasama i col., 2004;
Fine i col., 1997; Ridley i col., 2005; Ridley i col., 1999; Vale-Martinez i col., 2002a),
recolzant estudis inicials que mostraven una contribucié de I'NBM en l'aprenentatge i
memoria. Malgrat tot, aquests primers estudis havien avaluat els efectes de les lesions
inespecifiques de 'NBM, que danyen neurones colinérgiques i no colinérgiques, en tasques

principalment espacials (p.ex., Langlais i col., 1993; Wenk i col., 1989).

La modulacié dels processos d‘aprenentatge i memoria per part de 'NBM i de
l'acetilcolina (ACh) sembla estar estretament lligada al seu paper en la regulacié de
I'activitat cortical (Detari, 2000; Duque i col., 2000; Semba, 2000) i en certes formes de
plasticitat sinaptica (Mesulam, 2004; Rasmusson, 2000; Verdier i Dykes, 2001;
Weinberger, 2003). Aquesta interrelacié ha estat tradicionalment investigada mitjangant
estudis de lesions de 'NBM. En aquest sentit, s’ha vist que les lesions colinérgiques de
I'NBM redueixen significativament I'activitat electroencefalografica (EEG) cortical (Berntson
i col., 2002) i alteren la morfologia de les dendrites del cortex frontal (Works i col., 2004)
alhora que interrompen la reorganitzacié del mapa cortical durant I'entrenament d’'una
resposta motora, impedint-ne el seu aprenentatge (Conner i col., 2003). Tot i aixi, 'EIC de
'NBM també ha estat un métode atil per a investigar la implicacié funcional d’aquest nucli
en els processos d’aprenentatge (Miasnikov i col., 2006; Zhang i col., 2005). L’estimulacié
de 'NBM provoca una activacié generalitzada del cortex concomitant a I'alliberacié d’ACh

cortical (Buzsaki i col.,, 1988; Casamenti i col.,, 1986; Jimenez-Capdeville i col., 1997;
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Kurosawa i col., 1989; McLin i col., 2002a; McLin i col., 2003; Metherate i Ashe, 1991;
Metherate i col., 1992; Rasmusson, 2000) que correlaciona amb un millor processament
d’informacié sensorial (Bringmann i Klingberg, 1990; Edeline i col., 1994; Hars i col., 1993;
Mercado i col., 2001). A més, estudis electrofisiologics han mostrat que I'EIC de 'NBM
indueix processos de plasticitat neuronal al cortex similars als canvis plastics que es
produeixen en situacions naturals d’aprenentatge (Bakin i Weinberger, 1996; Bjordahl i col.,
1998; Dimyan i Weinberger, 1999; Kilgard i Merzenich, 1998; Kilgard i col., 2001; Miasnikov
i col., 2006; Miasnikov i col., 2001; Pandya i col., 2005; Weinberger, 2003; Weinberger,
2004).

Malgrat tot, pocs treballs han avaluat les consequéncies, tant a nivell conductual
com a nivell molecular, de 'EIC de 'NBM. Alguns estudis han mostrat que 'EIC de 'NBM
aparellada amb un to indueix la formacié de memoria associativa especifica, mesurada per
canvis conductuals, com el ritme cardiac i respiratori (McLin i col., 2002b; McLin i col.,
2003; Miasnikov i col., 2006). A més, 'EIC de 'NBM aplicada preentrenament també s’ha
demostrat que facilita I'adquisicié d’'una tasca d’aprenentatge implicit, com l'evitacié activa
de dos sentits (EV2). En canvi, l'estimulacié aplicada postadquisici6 té un efecte
modulador, facilitador o impeditiu, de la retencié que depén dels parametres d’estimulacio
usats. El tractament, perd, no afecta la recuperacié de la informacié apresa si s’aplica
immediatament abans de la sessio de retencié (Montero-Pastor i col., 2004; Montero-Pastor
i col., 2001).

En aquest context, ens vam plantejar si l'estimulaci6 de I'NBM aplicada
preentrenament podria modular altres tipus d’aprenentatges i no només els implicits
com I'EV2 i, en cas positiu, a través de quines vies cerebrals es podria produir aquesta
modulacié. Per aquest motiu, vam escollir la tasca de TSPA, una tasca de memoria
relacional sensible a les lesions colinérgiques de 'NBM (Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-
Martinez i col., 2002a). La TSPA és una tasca social, olfactoria i no espacial (Alvarez i col.,
2002) en la qual una rata observadora interacciona amb una altra anomenada
demostradora que préviament ha menjat un aliment aromatitzat (Galef i Wigmore, 1983). La
TSPA requereix I'associacio natural entre dues olors ja que durant la interaccid social els
observadors associen l'olor de l'aliment amb un constituent de l'alé dels demostradors
(Galef i col., 1988), expressant la seva memoria a través d’un augment de la preferéncia
per l'aliment que ha menjat el demostrador (Galef i col., 1985). La TSPA presenta diferents
caracteristiques que fan que es defineixi com una forma de memoria relacional: la
informacié s’aprén rapidament fins i tot en un Unic episodi, i implica I'expressio de la
memoria en una situacié d’eleccié de menjar que és molt diferent del context social en el

que es produeix I'episodi d’aprenentatge. A més, els subjectes observadors han de fer un
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us flexible de la informacié olfactoria ja que només un dels dos estimuls que han format
l'associacid durant I'aprenentatge ('aroma de [laliment) és present en el test de
preferéncies per poder guiar el comportament del subjecte. S’ha proposat, doncs, que
l'expressio flexible de la memoria ha de ser considerada com una part inherent de
I'execucio de la TSPA (Alvarez i col., 2001; Bunsey i Eichenbaum, 1995).

Posteriorment, per tal d’explorar les arees cerebrals que podrien estar relacionades
amb la millora de la TSPA, vam examinar I'expressio de la proteina c-Fos en diferents
arees cerebrals després del tractament d’EIC de 'NBM. El gen de resposta immediata c-fos
es considera un indicador d’activacié neural involucrat en els canvis del funcionament
cel'lular lligats a la plasticitat i a l'aprenentatge (Herdegen i Leah, 1998; Herrera i
Robertson, 1996). Tot i que no es coneix exactament el mecanisme a través del qual
aquest gen participa en les modificacions associades a I'activacié neuronal, I'estudi de la
seva expressio s’ha utilitzat ampliament com a marcador d’activitat neuronal (Sagar i col.,
1988). A més, degut al fet que I'expressid basal de c-Fos cerebral és forgca baixa es pot
considerar una mesura prou selectiva per estudiar I'activacié neuronal després d’un estimul
especific (Herdegen i col., 1995; Morgan i Curran, 1991). No obstant, només un Unic estudi
ha caracteritzat la inducci6 de RNAm de c-fos al cortex cerebral després de I'estimulacio de
I'NBM, perd en aquest cas en resposta a la infusié unilateral d’acid kainic a 'NBM (Wood i
de Belleroche, 1991).

De les diferents arees activades pel tractament d’EIC a I'NBM, vam considerar
d’especial interés I'escorca prefrontal (EPF) ja que els déficits cognitius observats en els
diferents paradigmes d’aprenentatge després de la lesi6 de I'NBM s’atribueixen a una
denervacio colinérgica cortical. Aquesta atribucié és deguda al fet que els déficits
correlacionen amb la disminucié dels marcadors colinérgics en les dianes corticals de les
neurones de 'NBM (Berger-Sweeney i col., 2000; Muir i col., 1994; Muir i col., 1995). A
més, les lesions de 'EPF reprodueixen els efectes de les lesions de 'NBM (Dalley i col.,
2004b; Muir i col., 1996). Per exemple, la deplecié colinérgica del cortex orbitofrontal, la
part més ventral de 'EPF, provoca déficits en I'execucié de la TSPA similars als déficits
observats després de la lesié colinérgica de 'NBM (Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-
Martinez i col., 2002a).

Un component de l'escorga prefrontal medial, el cortex PL, podria ser una
estructura diana de 'NBM candidata a mitjancar els efectes de les manipulacions d’aquest
nucli sobre la TSPA. EI PL es relaciona amb arees implicades en el processament d’olors ja
que rep projeccions des del bulb olfactori (Neafsey i col., 1986) i amb la consolidacioé de
I'aprenentatge olfactori ja que I'expressio de c-Fos augmenta en aquesta area després de

I'entrenament d’'una tasca de discriminacié olfactoria (Tronel i Sara, 2002). Aixi mateix, el
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PL rep aferéncies des de I'hipocamp i el subicle (revisat a Heidbreder i Groenewegen,
2003), el qual s’ha vist que és una de les arees que s’activen durant el record de la TSPA
poc després de I'entrenament (Ross i Eichenbaum, 2006). Tot i que no hi ha treballs que
estudiin la participacié del PL a la TSPA, nombrosos estudis han senyalat la contribucié
d’aquesta area a diferents funcions necessaries per I'aprenentatge relacional com és la
flexibilitat cognitiva (Dias i Aggleton, 2000; Ragozzino i col., 1999a; Ragozzino i col., 2003),
la memoria de treball i l'atencié (Dalley i col., 2004a), permetent aixi I'organitzacié i
'expressio d’'un comportament adaptatiu en circumstancies noves (Dalley i col., 2004b;
Gisquet-Verrier i Delatour, 2006). D’especial rellevancia per aquest treball és el fet que les
infusions al PL d’escopolamina, un antagonista colinérgic muscarinic, produeixen déficits
en I'execucié d’una tasca que mesura atencid visual i memoria de treball, déficits similars

als que produeixen les lesions colinérgiques de 'NBM (Chudasama i col., 2004).

En aquest sentit, estudis amb escopolamina demostren que aquesta substancia
impedeix I'adquisicid6 de nova informacid i interromp el procés de consolidacié de la
memoria en humans (Broks i col., 1988; Drachman i Leavitt, 1974; Jones i col., 1979;
Petersen, 1977) i, a més, perjudica I'execucié de tasques que requereixen processos
d’atencié sostinguda (Broks i col., 1988; Colquhoun, 1962; Wesnes i Warburton, 1983;
Wesnes i Warburton, 1984). En rosegadors, les infusions d’escopolamina en el cortex
prefrontal provoquen déficits de memoria de treball (Granon i col.,, 1995; Ragozzino i
Kesner, 1998), memoria espacial (Nieto-Escamez i col., 2002) i increment de respostes
atencionals incorrectes (Williams i col., 1999). A més, els ratolins genoanul.lats, knock-out,
del receptor muscarinic M1 mostren déficits pronunciats en la consolidacio i alteracions de
memoria de treball (Anagnostaras i col., 2003). Aquests resultats, doncs, recolzen la idea
que la activacié colinérgica muscarinica té un paper important en la regulacié dels

processos cognitius.

L’alteracid de la funcié colinérgica també s’ha vist fortament implicada en el
deteriorament de diferents formes de memodria olfactoria. Per exemple, les lesions
colinérgiques de diferents nuclis del PB produeixen déficits en tasques olfactéries com la
TSPA i augmenten la generalitzacié entre olors similars (Berger-Sweeney i col., 2000;
Linster i col., 2001; Vale-Martinez i col., 2002a). Aixi mateix, 'administracié sistémica o al
bulb olfactori d’escopolamina deteriora també diverses tasques de base olfactéria com la
discriminacié olfactiva, I'habituacié simple, I'aparellament demorat amb una olor i
'aprenentatge d’estratégies (De Rosa i Hasselmo, 2000; Fletcher i Wilson, 2002; Hunter i
Murray, 1989; Ravel i col., 1994; Ravel i col., 1992; Saar i col., 2001) sense afectar la
sensibilitat olfactoria (Doty i col., 2003). D’altra banda, lI'administracié sistémica de

fisostigmina, un inhibidor reversible de la acetilcolinesterasa (I'enzim que degrada I'’ACh),

10
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augmenta la discriminacié d’olors i millora I'aprenentatge d’estratégies olfactories (Doty i
col., 1999), mentre que la infusié d’ACh directament al bulb olfactori produeix un augment
immediat de la seva excitabilitat (Elaagouby i col., 1991) que, a més, perdura en el temps
(Elaagouby i Gervais, 1992). Aquests resultats experimentals evidencien, doncs, la
implicacié de les projeccions colinérgiques en la modulacié de la memoria olfactiva
(Sanchez-Andrade i col., 2005).

En resum, les dades presents a la literatura ens indiquen 1) que la deaferentitzacio
colinérgica cortical de 'NBM impedeix una tasca explicita com la TSPA, 2) que 'EIC de
'NBM és capa¢ de facilitar tasques implicites com I'EV2, probablement incrementant
l'alliberacié d’ACh cortical i facilitant mecanismes de plasticitat sinaptica, 3) que el cortex
PL, una de les regions diana de les projeccions de 'NBM, és necessari per funcions
implicades en I'adquisicio de tasques relacionals, com la memoria de treball, la flexibilitat
cognitiva i I'atencid, 4) que les projeccions colinérgiques estan implicades en la modulacié
de la memoria olfactoria, i 5) que l'antagonisme muscarinic mitjangant la infusio
d’escopolamina sistémica o intracerebral és capac¢ d’impedir processos d’aprenentatge i
memoria. Aixi doncs, tenint en compte aquests antecedents, en la present tesi doctoral ens
vam plantejar la hipotesi que els receptors muscarinics del PL podrien participar en
I'aprenentatge de la TSPA. Per investigar aquesta hipotesi ens vam plantejar els seglients

objectius generals:

1. Investigar si 'EIC de I'NBM aplicada preentrenament és capa¢ de facilitar
'aprenentatge de la TSPA, avaluada en dos intervals de retencio (immediat i

24 hores despres de I'adquisicio).

2. Analitzar I'expressio de c-Fos per identificar les regions cerebrals activades

per I'estimulacio eléctrica de 'NBM.

3. Avaluar si 'antagonisme muscarinic mitjangant la infusié d’escopolamina en
una de les regions corticals activades durant 'EIC de I'NBM, el cortex PL,

impedeix 'aprenentatge de la TSPA.
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lll. ANTECEDENTS EXPERIMENTALS

1. LA TRANSMISSIO SOCIAL DE PREFERENCIA ALIMENTARIA i ELS
SEUS CIRCUITS NEURALS

1.1 Transmissio Social de Preferéncia Alimentaria

A la natura, quan un rosegador interacciona amb un membre de la mateixa espécie
que acaba de menjar, preferira posteriorment el mateix menjar que ha ingerit el seu igual.
Es pensa que aquesta interaccié i la posterior preferéncia del menjar els permet disminuir
el risc de menjar nous aliments que podrien no ser segurs (Galef i Wigmore, 1983).
Aquesta Transmissié Social de Preferéncia Alimentaria (TSPA), que ocorre de manera
natural, pot ser estudiada en el laboratori permetent explorar els mecanismes cerebrals i
els processos de comportament d’aquesta forma de memoria naturalista (revisat a Galef,
1990; Galef, 2005).

La TSPA va ser desenvolupada, per primera vegada, per I'equip de Bennett G.
Galef I'any 1983 (Galef i Wigmore, 1983) i, de manera paral-lela i independent, Posades-
Andrews i Roper (Posadas-Andrews i Roper, 1983) van descriure el mateix fenomen. En
aquests estudis, un subjecte interacciona amb un altre de la mateixa espécie (demostrador)
qgue ha menjat recentment un aliment aromatitzat. Durant aquesta exposicio, I'observador
forma una associacié entre 'olor de I'aliment aromatitzat i un component natural i volatil de
l'alé del demostrador, el disulfur de carboni (CS;) (Galef i col., 1988). Posteriorment a
aquest episodi d’aprenentatge social, els subjectes observadors escolliran menjar més
quantitat d’aliment amb l'olor del que préviament ha menjat el demostrador en preferéncia a

un altre aliment amb una aroma diferent (Galef i col., 1985) (Figura 1.1.1).
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Figura 1.1.1 Tasca de transmissio social de preferéncia alimentaria. A) Inicialment una rata demostradora
menja un aliment aromatitzat. B) Després, durant la interaccié social, el demostrador intercanvia informacio
sobre el menjar aromatitzat amb el subjecte observador. C) Seguidament, al subjecte observador se li dona a
escollir, en un test de preferéncia, entre I'aliment aromatitzat que havia menjat el demostrador i un altre aliment
aromatitzat. Modificat de Eichenbaum, 2000.

Els resultats dels primers treballs indicaven que l'observador utilitza senyals
olfactoris emesos pels demostradors per identificar els aliments que aquest havia menjat, ja
que la influéncia dels demostradors en la seleccié de la dieta dels observadors es mantenia
encara que durant el periode d’interaccié una xarxa impedis el contacte fisic entre el
demostrador i I'observador. En canvi, els observadors no desenvolupaven preferéncia per
laliment que havia consumit el demostrador si estaven separats per una particid de
Plexiglas transparent que no permetia el pas de les olors (Galef i Wigmore, 1983). A més,
els observadors als quals se'ls havia bloquejat el sentit de I'olfacte no adquirien la
preferéncia per I'aliment que els demostradors havien consumit (Galef i Wigmore, 1983).
Tot i aixi, 'augment de la preferéncia alimentaria no era resultat d’'una simple exposicié a
I'aroma sind que calia I'olor associada a I'aliment més algun senyal produit pel demostrador
(Galef i col., 1985). Els subjectes observadors que simplement havien olorat un aliment no
desenvolupaven la preferéncia per aquest, i si que ho feien, en canvi, aquells subjectes que
oloraven l'aliment que havia estat aplicat al cap d’'una rata anestesiada (Galef i col., 1985).
Aquests resultats els van portar a aillar el CS, de l'alé de la rata demostradora com
'element necessari perqué es produis l'associacio. Rates exposades a un tros de cotd

empolsat amb una dieta aromatitzada i humitejat amb unes gotes de solucié de CS; diluit
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mostraven un augment significatiu de la seva preferéncia per la mateixa dieta aromatitzada,
fet que no succeia si el cotd es mullava amb aigua destil-lada (Galef i col., 1988). Els canvis
en les preferéncies de la dieta dels observadors eren, doncs, resultat de I'exposici6 a la

dieta en un context social i no a I'exposicio de la dieta simplement.

La TSPA és suficientment robusta com per mitigar els efectes d’altres factors
determinants en I'eleccio de la dieta, com pot ser el seu sabor (Galef, 1989). Tot i aixi,
I'efecte de la influéncia social depén de la diferéncia en l'atractiu inicial dels aliments que
s’ofereixen per escollir, és a dir, quan major sigui la diferéncia en quant a saborosos son els
elements a escollir menor sera l'efecte del context social en I'eleccié (Galef i Whiskin,
1998). L’augment de la preferéncia també es veu influenciat per la familiaritat de la dieta
que hagin menjat els demostradors. Les rates observadores aprenen millor la preferéncia
per una dieta no familiar que per una dieta familiar (Galef, 1993). A més, I'experiéncia
individual de I'observador amb un menjar interfereix en la induccié social de la preferéncia
per aquest menjar, com a minim durant uns dies després que I'hagi consumit (Galef i
Whiskin, 1994). Aquest fet suggereix que els rosegadors usen la informacié social quan
seleccionen nous aliments per incorporar-los a la seva dieta i, per tant, els permet expandir
el seu repertori alimentari sense correr el risc d’anar provant aliments que no hagin tastat
abans (Forkman, 1991; Galef i Whiskin, 1994; Murtton, 1971).

La preferéncia d’'una dieta adquirida en un context social no és transitdria sind que
es produeix de manera duradora i estable (Galef, 1989; Galef i Whiskin, 2003). Les rates
poden recordar la preferéncia per un aliment almenys tres mesos després de
'aprenentatge fins i tot amb una unica interaccié de 10 minuts amb el demostrador (Clark i
col., 2002). A més, es manté tot i que I'animal rebi informacié d’altres aliments durant
linterval entre 'aprenentatge social i la trobada de I'aliment (Galef i col., 2005). Aquest fet
fa que la tasca de TSPA sigui també un procediment adequat per estudis de memoria a

llarg termini en rosegadors.

La influencia social en la seleccié de la dieta s’ha vist en una gran varietat de
situacions: en rates de totes les edats, en ambdds sexes, en rates privades i no privades
d’aliment, amb aliments liquids i solids, en parelles de demostrador-observador familiars i
no familiars i en diferents soques de rates (Galef i col., 1984; Grover i col., 1988). Perd no
només les rates mostren un augment de la preferéncia per un aliment després d’haver
interaccionat amb un demostrador que ha menjat recentment. També s’ha trobat en moltes
altres espécies de rosegadors, incloent el ratoli (Mus musculus) (Valsecchi i Galef, 1989),
I'esquirol de terra (Spermophilus beldingi) (Peacock i Jenkins, 1988), el jerbu petit de
Mongolia (Meriones unguiculatus) (Galef i col., 1998; Valsecchi i col., 1996), les rates-talp

(Heterochephalus glaber) (Faulkes, 1999), el ratoli dels pins (Microtus pinetorum) (Solomon

17



Antecedents Experimentals

i col., 2002), I'hnamster daurat (Mesocricetus auratus) i I'hnamster rus (Phodopus campbelli)
(Lupfer i col., 2003). | en d’'altres espécies d’animals com en l'ocell merla d’ales vermelles
(Agelaius phoeniceus) (Mason i col., 1984) i en gossos (Canis lupus familiaris) (Lupfer-
Johnson i Ross, 2007). Tot i aixi, son molts menys els treballs que s’han fet amb aquests

altres animals.

La TSPA s’ha de considerar com una forma de memoria relacional ja que mostra
algunes de les caracteristiques claus d’aquest tipus de memoria: la informacié és apresa
rapidament en un Unic episodi i requereix I'expressid6 de la memodria en una situacio
d’eleccié de menjar que és molt diferent de I'episodi d’aprenentatge, que ocorre en un
context social. A més, els subjectes observadors han de fer un Us flexible de la informacié
olfactoria ja que només un dels dos estimuls que han format I'associacié durant
I'aprenentatge (I'aroma de 'aliment) és present en el test de preferéncies per poder guiar el
comportament del subjecte. Per aquest motiu, s’ha proposat que I'expressio flexible de la
memoria ha de ser considerada com una part inherent de I'execucié de la memoria en la
TSPA (Alvarez i col., 2001; Bunsey i Eichenbaum, 1995). Com altres aprenentatges
relacionals, la TSPA és depenent d’hipocamp i arees relacionades del Iobul temporal
medial (veure apartat 1.2.1), tot i que no presenta un component espacial rellevant (Alvarez
i col., 2002). Es a dir, el context espacial on es realitza el test no afecta I'execucié de la
tasca, suggerint que la memoria olfactoria no depén d’una representacié de I'entorn on s’ha
fet I'entrenament. Aixi doncs, el requeriment critic de memodria en la TSPA suposa
I'expressio flexible de I'associacié apresa entre I'olor de I'aliment i el component de I'alé del
demostrador i no implica la memoria del context espacial en el qual I'aprenentatge ha tingut

lloc.
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1.2 Circuits Neurals Implicats

1.2.1 Sistema Hipocampal

L’hipocamp i les estructures anatomicament relacionades (gir dentat, subicle,
escor¢a entorrinal, peririnal i postrinal/parahippocampal) sén importants per multiples
tasques de memoria en humans, mones i rosegadors (per exemple, Squire, 1992). En
humans, es considera que aquestes estructures mitjancen la memoria anomenada
declarativa, explicita o relacional (Schacter i Tulving, 1994; Squire, 1993). En canvi, en els
animals no hi ha un acord general en el paper d’aquestes estructures. Una hipodtesi que ha
tingut molta influencia (Nadel, 1991; O'Keefe i Nadel, 1978) limita el paper de I'hipocamp en
animals a la memoria espacial. Altres autors consideren, en canvi, que el paper de
I'hipocamp s’estendria a altres aprenentatges no unicament espacials (Eichenbaum i col.,
1992; Sutherland i Rudy, 1989). En aquesta linia, varis estudis han mostrat que el dany a
I'hipocamp, a les seves connexions o a estructures relacionades produeixen déficits en
tasques de memoria no espacial en les quals els animals han d’aprendre a codificar les
relacions entre estimuls i / o mostrar flexibilitat de resposta durant I'expressié de la
memoria (Alvarez i col., 1995; Dusek i Eichenbaum, 1997; Dusek i Eichenbaum, 1998;
Moyer i col., 1990).

Degut al fet que la TSPA sembla ser una tasca relacional no espacial, nombrosos
treballs han determinat el paper del sistema hipocampal en aquesta tasca realitzant
diferents tipus de lesions abans i després de I'entrenament a diferents arees de la formacio
hipocampal (hipocamp propiament, gir dentat i subicle). Winocur (1990) va mostrar per
primera vegada que les lesions electrolitiques de I'hipocamp dorsal, practicades abans de
I'entrenament, produien un impediment en la retencié de la TSPA a partir de les 48 hores,
perd que no afectaven un test realitzat immediatament després de I'entrenament. Altres
estudis han confirmat aquests resultats perd amb algunes diferéencies quant a l'area
afectada i al periode de retenci6. Per exemple, les lesions neurotdoxiques preentrenament
de I'hipocamp dorsal i ventral limitades a CA1, CA3 i gir dentat (GD) no causen impediment
en la retencio de la TSPA avaluada 1 o 7 dies després de I'entrenament (Alvarez i col.,
2001; Bunsey i Eichenbaum, 1995) o només I'afecten lleugerament, en aquest cas a partir
dels 4 dies després de I'entrenament (Winocur i col.,, 2001). En canvi, si el dany
preentrenament a I'hipocamp inclou, a més, el subicle dorsal i ventral, el déficit és molt
major (Alvarez i col., 2001; Alvarez i col., 2002; Bunsey i Eichenbaum, 1995; Clark i col.,
2002). En general, les lesions que afecten a tota la formacié hipocampal causen déficits

guan s’avalua al subjecte en un test 1 o 2 dies després de I'aprenentatge, perd no en un

19



Antecedents Experimentals

test immediat. A diferéncia d’aquests resultats, Burton i col. (Burton i col., 2000) no van
observar déficits en I'aprenentatge de la TSPA de subjectes amb grans lesions que incloien
tota la formacié hipocampal en cap dels moments avaluats. Tot i aixi, aquest estudi mostra
moltes diferéncies en el protocol de la tasca respecte els treballs que troben impediment i
sembla que la baixa intensitat de I'entrenament inicial podria haver determinat aquests
resultats contradictoris. Les diferéncies en l'entrenament de la TSPA en tots aquests
treballs suggereixen que quant més duradores i repetides son les sessions d’entrenament
major és l'aprenentatge de la preferéncia alimentaria i la seva persistéencia (comparar
Bunsey i Eichenbaum, 1995; Burton i col., 2000; Winocur, 1990; Winocur i col., 2001).

Les manipulacions farmacologiques de I'hipocamp també afecten la retencié de la
TSPA. En aquest sentit, s’ha observat que la infusié preentrenament d’APV (acid D,L-2-
amino-5-fosfonovaleric), antagonista dels receptors glutamatérgics N-metil-D-aspartat
(NMDA), a CA1 dorsal impedeix la TSPA en un test realitzat a les 24 hores i a les 72 hores
(Roberts i Shapiro, 2002). A més, la injeccid intraperitoneal preentrenament d’altres
antagonistes del receptor NMDA com el CPP (acid 3-(-2-carboxipiperazina-4-il)-propil-1-
fosfonic) i la dizocilpina (MK-801), provoca deficits en la TSPA avaluada en un test a les 72
hores, perd no als 15 minuts o a les 24 hores de I'aprenentatge (Roberts i Shapiro, 2002).
S’ha de tenir en compte, pero, que tot i que els receptors NMDA estan fortament
concentrats a I'hipocamp, el fet que en aquests Ultims experiments s’hagin realitzat
injeccions sistémiques no permet concretar quines arees cerebrals han estat afectades de
manera crucial per causar el déficit. Malgrat tot, aquests resultats indiquen que els
receptors NMDA a I'hipocamp han d’estar actius durant 'entrenament de la TSPA per a la

persisténcia de la preferéncia alimentaria perd no per a la seva adquisicio.

A banda, diferents mutacions que afecten al funcionament de I'hipocamp també
impedeixen la retencié de la TSPA. Els ratolins que els manca la subunitat NMDAR1, una
subunitat clau del receptor NMDA, especificament a CA1, mostren déficits en la TSPA en
un test realitzat 24 hores després de I'entrenament (Rampon i Tsien, 2000). A més, s’ha
observat que la sobrexpressio prévia a I'entrenament a I'hipocamp dorsal i ventral d’'una
forma mutant de la proteina CREB (proteina d’'unié a I'element de resposta a 'AMP ciclic)
que no pot ser activada per fosforilacio, impedeix un test als 11 dies, pero no afecta a un
test immediat (Brightwell i col., 2005). En aquest sentit, 'expressié del gen de resposta
primerenca c-fos també s’ha vist necessaria per la memoria més a llarg termini de la TSPA
ja que la inhibicid preentrenament de la seva expressié a I'hipocamp dorsal i ventral,
mitjancant la infusié d’'una sequéncia nucleotidica antisentit, no afecta a un test realitzat
immediatament després de I'entrenament perd si que impedeix un test realitzat 14 dies

després (Countryman i col., 2005a).
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Aixi mateix, els ratolins que només expressen el subtipus 1 del receptor
metabotropic del glutamat (mGIuR1) al cerebel (mGIuR1-rescue), i no a I'’hipocamp,
mostren impediment de la memoria de la TSPA en un test a les 24 hores pero no en un test
als 30 minuts (Kishimoto i col., 2002). Malgrat tot, el fet que no expressin mGluR1 en cap
area cerebral, excepte el cerebel, podria també explicar part dels déficits a banda del paper
de I'hipocamp. A més, lalteraci6 de les propietats de conductibilitat de les neurones
piramidals de CA1, mitjancant la delecio de la subunitat Kvb1.1 dels canals de K" tipus A,
també impedeix la TSPA 24 hores després de la interaccié (Giese i col., 1998). Kvb1.1
s’expressa de manera restringida al cervell (Rettig i col., 1994), en el qual la seva maxima
expressié es concentra a la regi6 CA1 de I'hipocamp i al nucli estriat (Butler i col., 1998;
Rettig i col., 1994), no obstant, igual que en I'estudi anterior el fet que la delecié no sigui
especificament a I'hipocamp no permet atribuir el déficits exclusivament a una alteracio
hipocampal. En canvi, a diferéncia dels treballs anteriors, els ratolins que no expressen
Thy1, una proteina d’adhesi6 cel-lular que s’expressa fortament en neurones ja madures i
'abséncia de la qual provoca una excessiva inhibici6 GABAérgica (GABA, acid y-
aminobutiric) de la neurotransmissié especificament al GD, mostren déficits en la TSPA,
perd en aquest cas, en un test realitzat immediatament després de I'entrenament (Mayeux-
Portas i col., 2000). Malgrat tot, per explicar les discrepancies, s’haurien de considerar
altres arees extra-hipocampals o altres sistemes de neurotransmissio a part del GABAérgic,
a través de les quals I'abséncia de la Thy-1 també pogués haver afectat I'adquisicié de la
TSPA.

Per tant, resumint els resultats anteriors, sembla que les rates amb dany
hipocampal preentrenament poden adquirir i recordar preferéncies alimentaries com una
rata normal en intervals curts de temps perd obliden més rapidament a mesura que
augmenta linterval de temps entre I'aprenentatge i el test de preferéncia. Per tant, circuits
extrahipocampals podrien estar més implicats en les primeres fases de la formacio de la
memoria tot i que la persisténcia de la mateixa sembla dependre de la formacio

hipocampal.

A banda, diferents treballs han avaluat els efectes de les lesions a la formacio
hipocampal produides després de I'entrenament. En general, les lesions postentrenament
provoquen amneésia retrograda gradual, és a dir perdua de memoria de fets previs a la
lesid, de manera que la informacié adquirida recentment esta més impedida que la
informacié més remota. En aquest sentit, Winocur i col. (Winocur, 1990; Winocur i col.,
2001) van mostrar que les lesions electrolitiques de I'hipocamp dorsal immediatament, 1 o
2 dies després de la interaccio social impedien el record de la TSPA, perd que les lesions 5

dies després de I'aprenentatge ja no tenien efecte. No obstant, en el cas de les lesions
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produides immediatament després de I'entrenament podria ser, perd, que el simple trauma
associat a qualsevol cirurgia cerebral fos suficient per fer oblidar experiéncies molt recents i
que aquests resultats no fossin deguts a la lesié de 'hipocamp especificament. Aixi mateix,
les lesions amb NMDA de 'hipocamp dorsal i ventral 1 o 2 dies després de I'entrenament
també impedeixen el record de la TSPA, per0, igual que en el treball anterior, les lesions
practicades 5 dies després ja no tenen efecte (Winocur i col., 2001). Altres estudis de
lesions per aspiracié de la formacié hipocampal ventral i dorsal amplien el periode
d’afectacio fins als 10 dies després I'entrenament, perd el limiten abans dels 30 (Clark i col.,
2002). Seguint aquests resultats, un estudi recent mostra que la lesié per radiofreqliéncia
de la formacié hipocampal ventral i dorsal 1 dia després de la interaccid social impedeix
I'execucié en un test als 30 dies, perd en canvi no té efecte si la lesié es produeix als 21
dies de l'aprenentatge (Ross i Eichenbaum, 2006). Aquestes diferéncies en el marc
temporal de la consolidacié de la TSPA, sembla que serien degudes a I'extensio de la lesié.
Es a dir, el periode de temps que es veu afectat per la lesié després de I'entrenament és

més llarg quan major és el dany de la formacié hipocampal.

En estudis farmacologics, en canvi, les injeccions intraperitoneals de CPP
immediatament o 24 hores després de I'entrenament no tenen efectes en la retencié de la
TSPA, en un test realitzat a les 72 hores (Roberts i Shapiro, 2002). Aquests estudis,
indicarien, doncs, que els receptors NMDA serien necessaris en el moment de
'entrenament de la tasca, com mostren els resultats anteriors d’antagonisme
preentrenament, perd no sembla que la seva funcié hagi d’estar disponible continuament
després de l'aprenentatge perqué la memoria de la TSPA es mantingui. Tot i aixi, algunes
limitacions técniques podrien explicar les diferéncies en els resultats entre aquest treball i
els de lesions hipocampals postentrenament. El temps que passa entre la injeccié de la
droga i el bloqueig dels receptors NMDA juntament amb la breu durada de l'eficacia del

farmac podria permetre certa consolidacio i per tant explicar la manca d’impediment.

Altres estudis han mostrat la implicacié de I'hipocamp en la consolidacio de la TSPA
analitzant la seva activitat neural mitjangant I'expressié de c-Fos. Countryman i col. (2005b)
van observar un augment de I'expressié de c-Fos en I'’hipocamp, i especialment I'hipocamp
ventral després de I'adquisicio i el record de la TSPA. A més, segons I'expressio de c-Fos
sembla que el subicle ventral també tindria un paper destacat en la TSPA ja que s’activa
significativament durant un test just després de I'aprenentatge, perd el seu nivell d’activacié
va disminuint progressivament amb el temps. Per contra, regions de I'escorga olfactoria
com son I'escorga piriforme, entorrinal i orbitofrontal mostren el patré invers augmentant la
seva activacio en diferents tests consecutius en el temps (Ross i Eichenbaum, 2006). De

manera similar, les rates entrenades a la TSPA mostren un augment de la fosforilacié de
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CREB especialment en I'hipocamp ventral i de manera més marcada després del record de
la tasca (Countryman i col.,, 2005b). Per tant, segons aquests resultats, sembla que
I'hipocamp dorsal i ventral podrien contribuir de manera diferencial en la codificacié de
diferents aspectes de la memoria, essent 'hipocamp ventral especialment rellevant per

I'aprenentatge social (Countryman i col., 2005b).

Altres treballs han relacionat la TSPA i 'hipocamp analitzant la neurogénesi en
'edat adulta. Les tasques d’aprenentatge dependents d’hipocamp modifiquen, augmenten
o disminueixen depenent dels treballs, la vida mitjana de les noves neurones generades en
el gir dentat (Ambrogini i col., 2000; Ambrogini i col., 2004; Dobrossy i col., 2003; Gould i
col., 1999; Leuner i col., 2004; Snyder i col., 2005). L'entrenament a la TSPA també
provoca canvis en la vida d’aquestes cél-lules. Un sol dia d’entrenament provoca un
augment de la supervivéncia d’aquestes neurones; en canvi, dos dies d’entrenament de
TSPA la disminueix. Sembla que I'entrenament inicial augmentaria la supervivéncia de les
cél-lules granulars joves, pero si I'entrenament continua provoca que aquestes morin
(Olariu i col., 2005).

En resum, doncs, diverses manipulacions experimentals aplicades pre- i post-
entrenament han demostrat la implicacié funcional de I'hipocamp en la TSPA (taules
1.2.1.1, 1.21.2 i 1.2.1.3). Tot i que els primers estudis van mostrar déficits en la TSPA
lesionant només I'hipocamp dorsal (Winocur, 1990; Winocur i col., 2001), estudis més
precisos indiquen la implicaci6 de tot I'hipocamp juntament amb les seves arees
relacionades (Alvarez i col., 2001; Bunsey i Eichenbaum, 1995) en la consolidacié o
expressio de la TSPA. D’altra banda, el fet que els subjectes amb lesions hipocampals
extenses puguin recordar la TSPA durant un curt periode de temps (Bunsey i Eichenbaum,
1995; Clark i col., 2002; Winocur, 1990; Winocur i col., 2001), suggereix que circuits
extrahipocampals podrien ser rellevants per les primeres fases de la formacié de la

memoria de la TSPA.
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ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

. MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
0 =
H 1 dia =
dorsal Lesio electrolitica 2 dies ! Winocur, 1990
4 dies l
8 dies |
H+GD + S 0 =
ventral i dorsal 1 dia l
H+GD e 0 = Bunsey i
ventral i dorsal Lesio ac. ibotenic 1 dia = Eichenbaum, 1995
S 0 =
ventral i dorsal 1 dia =
H+GD+ S Lesi6 ac. ibotenic 0 = Burton i col., 2000
ventral i dorsal 1 dia =
H+ GD Lesi6 ac. ibotenic 15 min =
ventral i dorsal ) 7 dies =
H+GD+ S Lesio ac. iboténic 15 min { Alvarez i col., 2001
ventral i dorsal 7 dies |
. S 15 min l
PHR Lesio per aspiracio 7 dies |
H+S Lesiod ac. iboténic 25h | Alvarez i col., 2002
VoD S Lesié ac. ibotenic 2 dies ! Clark i col., 2002
0 =
H+ GD . 2 dies = Winocur j col.,
ventral i dorsal Lesio NMDA 4 dies l 2001
8 dies )
CA1 Knock-out NMDAR1 1 dia ! Ry e
Inhibici6 GABAérgica Mayeux-Portas i
al GD Knock-out Thy-1 0 l col., 2000
Alteracié neurones . 0 = . .
piramidals de CA1 Delecio Kvp1.1 1 dia ! Giese i col., 1998
Només s’expressa . _ . .
mGIuR1 a les mGluR1-rescue 3? (;Tigln N Klsh|r28802/ col.,
cél-lules de Purkinje !
H + GD ('S’ggrs;‘)’(;;vsgﬂjiﬁt 0 = Brightwell 7 col.,
ventral i dorsal de CREB) 11 dies l 2005
H+ GD Infusié de c-fos 0 = Countryman i col.,
ventral i dorsal antisentit 14 dies | 2005a
24h !
CA1 dorsal Infusio: APV 72 h 1
Injeccid i.p: 15 min = Roberts i Shapiro,
CPP 24 h = 2002
MK801 48 h \Y
Antagonista R-NMDA 72
!

Taula 1.2.1.1 Efectes de diferents tractaments experimentals en diferents arees de la formacié
hipocampal sobre I'adquisicié i retencié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’indiquen les
manipulacions experimentals especifiques de cada treball i en la columna “Moment del Test” s’'indica el temps
respecte I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [ac.: acid, GD: Gir Dentat, H: hipocamp, i.p:
intraperitoneal, PHR: regié parahipocampal, res. entr.: respecte entrenament, Syt IV: sinaptotagmina, S:
Subicle] [0 immediatament, | deteriora, = no afecta,V tendéncia a deteriorar perd no significativa).
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CONSOLIDACIO DE LA TSPA (Manipulacions postentrenament)

. MOMENT MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.) (res. entr.)
0 10 dies l
H . i 2 dies 12 dies ! .
dorsal Lesio electrolitica 5 dies 15 dies M Winocur, 1990
10 dies 20 dies =
1 dia 11 dies l
H+ GD ., 2 dies 12 dies l Winocur i col.,
ventral i dorsal | 6810 NMDA 5 dies 15 dies = 2001
10 dies 20 dies =
H +GD+ S Lesi6 per ! d!a 11 d!es l Clark i col.,
Ventral i dorsal aspiracio 10 dies 20 dies v 2002
30 dies 40 dies =
H+GD+S Lesi6 per 1 dia 30 dies | _Rossi
. . O . . M Eichenbaum,
Ventral i dorsal radiofreqiiéncia 21 dies 30 dies = 2006
Injeccid i.p:
CPP _ .
MK801 1 dia 72h - Shapito, 2002
(Antagonista R- piro,
NMDA)

Taula 1.2.1.2 Efectes de diferents tractaments experimentals en diferents arees de la formacio
hipocampal sobre la consolidacié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’'indiquen les manipulacions
experimentals especifiques de cada treball, en la columna “Moment Manipulacié” s’indica el temps respecte
'entrenament en el qual es va realitzar la manipulacié experimental i en la columna “Moment del Test” s’'indica
el temps respecte I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [H: hipocamp, i.p: intraperitoneal, res. entr.:
respecte entrenament, S: Subicle] [0 immediatament, | deteriora, = no afecta, V tendéncia a deteriorar perd no

significatival.

ESTRUCTURA

ANALISI

MOMENT
ANALISI
(res. entr.)

RESULTATS

ESTUDIS

H ventral

GD ventral

H dorsal

GD dorsal

marcatge de
pCREB

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

H ventral

GD ventral

H dorsal

GD dorsal

marcatge de
c-Fos

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

0
1 dia
2 dies

i unnE— i0—-F— tu—niunmnjnimn— -1l

Countryman i
col., 2005b
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0 1 .
. Ross i
Subicle ventral marcatge de ! cya I Eichenbaum,
c-Fos 2 dies =
) _ 2006
21 dies =
1 sessio d’entrenament
TSPA:
1 dia =
3 dies =
8 dies 1
2 sessions d’entrenament
marcatge de TSPA: 3 di Olariu i col.,
BrdU S dies l 2005
(després de la segona
sessié d’entrenament)
2 sessions d’entrenament
TSPA + 2 Tests:
!

3 dies
(despreés de la segona
sessié d’entrenament)

Taula 1.2.1.3 Efectes de diferents analisis en diferents arees de la formacié hipocampal sobre la
consolidacio de la TSPA. En la columna “Analisi” s'indiquen els analisis especifics de cada treball i en la
columna “Moment de I'analisi” s’indica el temps respecte I'entrenament en el qual es va realitzar I'analisi. [BrdU:
bromodeoxiuridina, H: hipocamp, pCREB: fosforilacio de la proteina d’'unié a I'element de resposta a 'AMP

ciclic, res. entr.: respecte entrenament][0 immediatament, 1 augmenta, | disminueix, = no afecta).
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1.2.2 Prosenceéfal Basal i Amigdala

El PB és una regié fonamentalment colineérgica (Fibiger, 1982; Mesulam, 2004;
Semba i Fibiger, 1989; Woolf, 1991) (veure apartat 2.1 per una descripcié completa) i es
considera un dels sistemes de neuromodulacié del cervell. Molts estudis evidencien que el
sistema colinérgic central esta criticament involucrat en el processament de senyals
olfactoris i en la formaci6 i el record de memories de reconeixement social (Ferreira i col.,
2001; Gheusi i col., 1994; Levy i col., 1997; Perio i col., 1989; Ravel i col., 1994; Winslow i
Camacho, 1995). Per aquest motiu, s’ha estudiat el paper del PB, i especialment de les

seves neurones colinérgiques, en la tasca de TSPA.

La majoria de treballs s’han realitzat mitjangant lesions colinérgiques especifiques
utilitzant la immunotoxina colinérgica 192 immunoglobulina G (IgG) saporina®. El primer
estudi que va relacionar la TSPA i el PB va estudiar els efectes d’aquestes lesions
colinérgiques selectives produides abans de I'entrenament (Berger-Sweeney i col., 2000).
En aquest treball, es van realitzar lesions diferenciades de la part més rostral del PB
(Septum Medial/Banda Diagonal de Broca branca vertical, SM/BDBv), les neurones
colinérgiques de la qual projecten principalment a I'hipocamp, i de la part més caudal (Nucli
Basal Magnocel-lular/Substancia Innominada, NBM/SI), que és una de les principals fonts
d’ACh del neocortex. Ambdues lesions van impedir la retencié de la TSPA a les 24 hores,
perd no van afectar un test realitzat immediatament després de I'entrenament. Tot i aixi, la
preferéncia pel menjar entrenat en el test a les 24 hores va correlacionar fortament amb
I'activitat colinérgica en el neocortex perd no amb la de I'hipocamp, fet que suggereix que el
sistema colinérgic cortical podria ser més important que I'hipocampal en la adquisicié o
consolidacié de les memories socials relacionades amb la preferéncia alimentaria. Malgrat
tot, la preferéncia dels animals control per I'aliment entrenat en el test immediat en aquest
estudi va ser més baixa que I'obtinguda en d’altres treballs (Alvarez i col., 2001; Bunsey i

Eichenbaum, 1995) fet que dificulta la interpretacié dels resultats. A més, es van mostrar

' La 192 immunoglobulina G (IgG) saporina és un compost constituit per una molécula de saporina,
toxina que inactiva els ribosomes cel-lulars, combinada amb un anticds monoclonal pel receptor de
baixa afinitat del factor de creixement nerviés p75 (p75 NGF). Un elevat percentatge de neurones
colineérgiques del PB, a diferencia de les cél-lules colinérgiques d’altres regions cerebrals, expressen
receptors de p75 NGF (Batchelor, i col, 1989; Book, i col, 1994). Per aquest motiu, utilitzant la
immunotoxina 192 IgG-saporina es poden lesionar especificament les neurones colinérgiques del
PB, excepte les que projecten a 'amigdala.
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diferéncies entre els animals lesionats i controls en el consum total d’aliment que podrien

ser degudes a una alteracié en la motivacioé per menjar.

Altres estudis que han realitzat lesions similars no han trobat, perd, els mateixos
resultats. Vale-Martinez i col. (2002a) mostra efectes diferenciats de les lesions
colinérgiques de SM/BDBv i NBM/SI. En aquest treball les lesions preentrenament de
NBM/SI van impedir el test de preferéncia en tots els intervals de temps observats (test
immediat, 24 hores i 3 setmanes), en canvi les lesions de SM/BDBv no van afectar cap
d’aquests intervals. Per tant, aquest treball suggereix que les lesions a NBM/SI impedeixen
I'adquisicio i, per tant, la retencié de la TSPA i que, en canvi, les lesions en SM/BDBv no
provocarien déficits en I'adquisicid ni en la memoria de la tasca. Les discrepancies amb els
resultats de Berger-Sweeney podrien ser degudes a diferéncies en el procediment de la
tasca ja que el primer treball va realitzar un menor nombre d’interaccions entre la rata
demostradora i 'observadora. Aquestes diferéncies permetrien observar els déficits en la
retencié de TSPA associats a la lesi6 de SM/BDBv, que no es mostrarien amb un major
entrenament. Ambdds estudis, pero, coincideixen en mostrar una correlacid entre la
preferéncia per I'aliment entrenat i I'activitat colinérgica cortical. Aquest fet que suggereix
que les projeccions colinergiques des de 'NBM/SI al neocortex estarien més involucrades
en la formacié de memodries socials relacionades amb la preferéncia alimentaria que les
projeccions des de SM/BDBv a I'hipocamp. Aquests resultats contrasten amb els treballs
que mostren que el dany de la formacié hipocampal abans de I'entrenament produeix
déficits importants en la retencié de la TSPA (veure apartat 1.2.1). Una possible explicacié
podria ser que les projeccions no colinérgiques des de SM/BDBv a I'’hipocamp, que no han

estat danyades amb 192 IgG-saporina, serien suficients per mantenir la TSPA.

L’estudi de Vale-Martinez i col. (2002a) mostra, també, que quan les rates tenen
experiéncia en la tasca prévia a la lesid, les lesions del PB no produeixen déficits en la
TSPA ni immediatament ni 24 hores després de I'entrenament. Tot i aixi, si s’Taugmenta la
dificultat de la tasca introduint un tercer aliment aromatitzat en el test d’eleccié i per tant
augmentant el nombre d’alternatives de resposta, s’observen lleugers déficits en subjectes
lesionats a NBM/SI quan s’avalua en un test a les 24 hores. Per tant, segons aquests
resultats, sembla que la familiaritat i la dificultat de la tasca serien factors importants,
indicant que un cop la tasca ha estat apresa, 'ACh del PB no seria critica per establir noves

memories de TSPA si no és que les condicions d’aprenentatge canvien.

La funcié del PB en la TSPA també s’ha vist necessaria en estudis a més llarg
termini. La infusié de 192 IgG-saporina intracerebroventricular en el periode neonatal
provoca degenracié del PB i déficits de memoria de la TSPA en I'edat adulta, ja que quan

els subjectes sén adults mostren preferéncia per I'aliment entrenat en un test immediat,
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perd que obliden rapidament ja que la preferéencia no es mostra 4 hores després de
'entrenament. Aquest déficit mnemonic s’acompanya, alhora, d’'una disminucié dels
marcadors colinérgics al cortex i a 'hipocamp i d’alteracions de 'EEG cortical (Ricceri i col.,
2004). Els resultats d’aquest treball, doncs, impliquen també el sistema colinérgic del PB en
la TSPA, malgrat que els resultats no coincideixen exactament amb els estudis anteriors.
Per tant, sembla, que les lesions del PB produides neonatalment no tindrien els mateixos
efectes sobre la memoria social en la vida adulta que les lesions realitzades un cop el

subjecte és adult.

D’altra banda, s’ha realitzat un unic estudi sobre la participacié del PB en la
consolidacié de la TSPA practicant lesions després de I'entrenament (Vale-Martinez i col.,
2002a). En aquest treball també s’observa un efecte diferenciat de les lesions colinérgiques
de SM/BDBv i NBM/SI. Els subjectes lesionats a SM/BDBv van mostrar déficits en
I'execucié d’'un test de TSPA quan la preferéncia per I'aliment havia estat adquirida 5 dies,
perd no 1 dia, abans de la lesié. A més, es va observar una correlacié entre I'activitat
colinérgica hipocampal i la retencié de la preferéncia adquirida 5 dies abans de la lesio. Per
tant, a diferéncia dels treballs de lesions hipocampals postadquisicié (veure apartat 1.2.1),
aquest treball suggereix que els animals lesionats a SM/BDBv tenen més problemes quan
han de recordar fets produits 5 dies abans de la lesid6 que 1 dia abans. No obstant, els
treballs de lesions hipocampals postentrenament difereixen amb aquest en varis aspectes
com son el tipus de lesions (colinérgiques a SM/BDBv versus excitotdoxiques o
electrolitiques a 'hipocamp) i el disseny dels experiments, fet que limita les comparacions.
D’altra banda, els subjectes amb lesions a NBM/SI postentrenament no van mostrar déficits
en la TSPA adquirida 1 o 5 abans de la lesio, no obstant, la seva execucio va ser pitjor en
el retest que en el test prelesi6. Per tant, segons aquests resultats, i els obtinguts
préeviament en els treballs de lesions preentrenament, sembla que el rol de les neurones
colinergiques de NBM/SI seria més critic per 'adquisicio de la TSPA que per la recuperacio
de la informacié rellevant per la tasca. En canvi, les neurones colinérgiques de SM/BDBv
no semblen ser tan essencials per l'aprenentatge de la TSPA perd si que serien
necessaries per la recuperacio i/o la consolidacio de la TSPA apresa abans de la lesio.
Segons aquest punt de vista, les projeccions septohipocampals no colinérgiques podrien
recuperar nous aprenentatges de TSPA produits després de la lesid colinérgica perod, en
canvi, no podrien recuperar la TSPA apresa en preséncia d’aquestes neurones

colinérgiques intactes (taules 1.2.2.1i 1.2.2.2).
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ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

. MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
NBM/S| o =
Lesid 1 dia ! Berger-Sweeney i
192 IgG-saporina 0 = col., 2000
SM/BDBv ,
1 dia l
0 !
NBM/SI 1dia !
Lesio 3 setmanes ! Vale-Martinez i
192 IgG-saporina 0 = col., 2002a
SM/BDBv 1 dia =
3 setmanes =
Lesio 0 = . .
NBM/S| 192 IgG-saporina 1dia = Vaclgl_Mza&l)gZZ’
SM/BDB (experiéncia prévia 0 = v
v amb la TSPA) 1 dia =
Lesio 0 =
NBM/SI 192 IgG-saporina 1dia \% Vale-Martinez i
(experiéncia prévia
SM/BDE amb la TSPA 0 = col., 2002a
v i 3 opcions de 1 dia =
resposta)
Lo 0 =
Infusio i.c.v. 4 hores |
PB 1921gG-saporina 1 dia l Ricceri i col., 2004
(7 dies p.n.) (6 mesos p.n.)

Taula 1.2.2.1. Efectes de diferents manipulacions experimentals en diferents arees del PB sobre
I'adquisicié i retencié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’'indiquen les manipulacions experimentals
especifiques de cada treball i en la columna “Moment del Test” s'indica el temps respecte I'entrenament en el
qual es va realitzar el test. [BDBv: banda diagonal de Broca, branca vertical, i.c.v: intracerebroventricular, NBM:
Nucli Basal Magnocellular, p.n.: postnatal, res. entr.: respecte entrenament, Sl:substancia innominada, SM:

Septum Medial] [0 immediatament, | deteriora, = no afecta, V tendéncia a deteriorar perd no significativa].

CONSOLIDACIO DE LA TSPA (Manipulacions postentrenament)

] MOMENT | MOMENT
ESTRUCTURA | MANIPULACIO | MANIPULACIO TEST RESULTATS | ESTUDIS
(res. entr.) (res. entr.)
1 dia 11 dies \VJ Vale-
NBM/SI Lesio 5 dies 15 dies - Martinez i
192 IgG-saporina 1 dia 11 dies = col., 2002a
SM/BDBv 5 dies 15 dies !

Taula 1.2.2.2. Efectes de diferents tractaments experimentals en diferents arees del PB sobre la
consolidacié6 de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s'indiquen les manipulacions experimentals
especifiques de cada treball, en la columna “Moment Manipulaci¢” s’indica el temps respecte I'entrenament en
el qual es va realitzar la manipulacio experimental i en la columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte
I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [BDBv: banda diagonal de Broca, branca vertical, NBM: Nucli
Basal Magnocel-lular, res. entr.: respecte entrenament, Sl:substancia innominada, SM: Septum Medial] [|

deteriora, = no afecta, V tendéncia a deteriorar perd no significativa).
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L’amigdala basolateral (ABL) és una de les arees que rep denses projeccions
colinergiques del PB (veure apartat 2.1), i en rosegadors, es considera un dels principals
nuclis receptors d’informacié olfactoria i gustativa ja que rep aferéncies olfactories des de
l'escorga piriforme i gustatives des del nucli parabraquial i des del cortex insular (Pare,
2003). No obstant, la seva implicaci6 en la TSPA ha estat poc estudiada i alhora
contradictoria (Burton i col., 2000; Wang i col., 2006). El primer treball que va relacionar
'amigdala i la TSPA va ser el realitzat per Burton i col. (2000). En aquest estudi, les lesions
preentrenament amb acid iboténic de tots els nuclis de 'amigdala no van provocar déficits
ni en un test realitzat immediatament després de I'entrenament ni 24 hores després. En
canvi, els resultats observats en un treball recent indiquen la implicacié de la ABL en
'adquisici6 de la TSPA (Wang i col.,, 2006). En aquest darrer treball, la inactivacio
farmacologica de I’ABL mitjancant la infusié de muscimol, un agonista GABAérgic, prévia a
I'entrenament va impedir la TSPA avaluada en un test realitzat 24 hores i 7 dies després de
I'entrenament. No obstant, els subjectes que van rebre infusions de muscimol abans de la
sessid de test a les 24 hores, i no en la sessid d’interaccid, van mostrar una memoria
normal de la TSPA tant en aquest mateix test com en el test realitzat 7 dies després. Per
aquest motiu, els autors conclouen que I'ABL és necessaria per I'adquisicié de la TSPA

perd no per la seva retencio.

La divergéncia d’aquests resultats respecte els obtinguts per Burton j col. (2000)
podria ser deguda a la diferéncia entre la inactivacié de I'ABL i la lesié amb acid iboténic
d’'una major extensié de I'amigdala. Una altra explicacié podria ser que en el treball de
Burton i col. (2000) les parelles demostrador-observador interaccionen varies vegades
abans de I'entrenament per tal que es familiaritzin un amb l'altre i, a més, cada observador
realitza 4 sessions de test cadascuna amb una parella d’olors diferents. La realitzacio
d’interaccions prévies a I'entrenament i per tant, 'exposicio repetida a I'estimul CS,, podria
haver reduit I'eficacia d’aquest estimul alhora de guiar 'aprenentatge (Wang i col., 2006).
Es possible, doncs, que l'aprenentatge dels animals no hagi estat suficient com per
detectar déficits induits per la lesi6 de 'ABL. Una dada que podria recolzar aquesta
interpretacio, és que el percentatge de preferéncia dels animals controls és més baix que
I'observat en altres treballs (veure Alvarez j col., 2001; Bunsey i Eichenbaum, 1995; Clark i
col., 2002). Per tant, segons les dades més recents, ’ABL participaria en I'adquisicio de la
TSPA (taules 1.2.2.3i11.2.2.4).
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ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

, MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
ABL, ABM, ACE, LA | Lesio ac. iboténic 1 gia - Burton i col., 2000
ABL Infusié muscimol 1dia L Wang i col., 2006
7 dies l

Taula 1.2.2.3 Efectes de diferents manipulacions experimentals en I'amigdala sobre I’adquisici6 i
retencié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’'indiquen les manipulacions experimentals especifiques de
cada treball i en la columna “Moment del Test” s’'indica el temps respecte I'entrenament en el qual es va
realitzar el test. [ABL: amigdala basolateral, ABM: amigdala basomedial, ACE: amigdala central, LA: amigdala
lateral, res. entr.: respecte entrenament] [0 immediatament, | deteriora, = no afectal.

CONSOLIDACIO DE LA TSPA (Manipulacions postentrenament)

) MOMENT MOMENT
ESTRUCTURA | MANIPULACIO | MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.) (res. entr.)
. ; 1 dia Wang i col.,
ABL Infusié muscimol 7 dies 2006

Taula 1.2.2.4 Efectes de diferents tractaments experimentals en I’'amigdala sobre la consolidacié de la

2N L

TSPA. En la columna “Manipulacié” s’indiquen les manipulacions experimentals especifiques de cada treball, en
la columna “Moment Manipulacié” s’indica el temps respecte I'entrenament en el qual es va realitzar la
manipulacié experimental i en la columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte I'entrenament en el qual
es va realitzar el test. [ABL: amigdala basolateral, res. entr.: respecte entrenament] [ = no afecta].
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1.2.3 Escorga Frontal

El Iobul frontal esta constituit per I'escorga motora primaria, I'escorga motora
d’associacio i, rostral a aquestes arees, 'EPF. Les escorces motores participen en la
seleccio i generacié de moviments, mentre que la prefrontal esta principalment implicada
en processos cognitius i motivacionals/emocionals, i presenta unes fronteres anatomiques

imprecises en les diverses espécies de mamifers (Fuster, 1997).

Una primera aproximacié per estudiar la participacié de I'escorca frontal en la TSPA
va ser el treball realitzat per Winocur i Moscovitch (1999) en el qual van mostrar que les
lesions per aspiracidé del cortex frontal, tant previes com posteriors a I'entrenament, no
impedien la TSPA quan només es presentaven dos aliments aromatitzats en el test
d’eleccio. En canvi, si s’introduia una tercera opcidé de resposta en el test, les lesions
preentrenament de l'escorga frontal impedien la TSPA a partir de 4 dies des de
I'entrenament, perd no abans, i el déficit augmentava quan major era linterval de temps
entre I'entrenament i el test. D’altra banda, les lesions produides després de I'entrenament,
en qualsevol interval de temps, també van afectar la TSPA en aquest test de triple eleccid.
Malgrat tot, el dany en I'escorca frontal en aquest estudi era considerablement gran incloent
'escorgca motora primaria i secundaria i amb part del cortex cingulat per tant és dificil

determinar els efectes concrets de cada area frontal.

Més recentment, Ross i col. (2005) s’han centrat en el paper de I'EPF en la TSPA.
L’EPF és una de les principals arees de projeccidé colinérgica del PB (Luiten i col., 1987,
Wainer i Mesulam, 1990) i per tant susceptible a contribuir en la formacié de la TSPA
(veure 1.2.2). Malgrat tot, la seva implicacié en la TSPA ha estat poc estudiada. En aquest
treball, Ross i col. (2005) van demostrar que la deplecié colinérgica preentrenament
restringida al cortex orbitofrontal, la part més ventral de 'EPF, impedia la TSPA en un test
realitzat 2 dies després de I'entrenament (taules 1.2.3.1. i 1.2.3.2). Aquests resultats
impliquen, doncs, '’ACh del cortex orbitofrontal en I'adquisici6 i/o el record de la preferéncia
alimentaria, pero altres arees corticals podrien ser rellevants per la TSPA. En aquest sentit,
un estudi recent analitza els patrons d’activacié del gen de resposta primerenca c-fos en
regions corticals olfactories com I'escorga orbitofrontal, piriforme i entorrinal, mostrant un
activacio creixent d’aquestes arees en tests successius respecte I'entrenament, patrd
invers al que presentava la regidé hipocampal en aquest mateix estudi (veure apartat 1.2.1)
(Ross i Eichenbaum, 2006). Aixi doncs, aquests resultats confirmarien el paper de I'escorga
orbitofrontal en el record de la TSPA perd, alhora suggereixen que altres arees corticals

podrien ser necessaries per la expressié de la TSPA.

33



Antecedents Experimentals

ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
E Frontal Lesié L 2(? f Winocur i
scorca Fronta esid per aspiracio ies = Moscovitch, 1999
8 dies =
0 =
Lesié per aspiracio 1 dia = Winocur i
Escorga Frontal (3 opcions de 2 dies = Moscovitch, 1999
resposta) 4 dies l
8 dies l
OFC 1 92Igl;rgL-JsS;c::)orina 2 dies ! Ross i col., 2005

Taula 1.2.3.1 Efectes de diferents manipulacions experimentals en diferents arees de I'escorga frontal
sobre I'adquisicié i retencié6 de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’indiquen les manipulacions
experimentals especifiques de cada treball i en la columna “Moment del Test” s'indica el temps respecte
I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [OFC: escorga prefrontal orbital, res. entr.: respecte entrenament]

[0 immediatament, |

CONSOLIDACIO DE LA TSPA (Manipulacions postentrenament)

deteriora, = no afectal.

. MOMENT MOMENT
ESTRUCTURA | MANIPULACIO | MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.) (res. entr.)
Escorca Lesi6 per 2 d!es 12 d!es f (Winocur i
ST 5 dies 15 dies = :
Frontal aspiracio ) . _ Moscovitch,
10 dies 20 dies = 1999)
Lesié per 11 dies l . .
Escorga aspiracio 2 dies 12 dies l I\%\ggg\?ﬁ;‘
Frontal (3 opcions de 5 dies 15 dies l 1999) ’
resposta) 10 dies 20 dies =

Taula 1.2.3.2 Efectes de diferents manipulacions experimentals en diferents arees de I'’escorga frontal
sobre la consolidacié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s'indiquen les manipulacions experimentals
especifiques de cada ftreball, en la columna “Moment de la Manipulacié” s’indica el temps respecte

” L

I'entrenament en el qual es va realitzar el test i en la columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte
I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [res. entr.: respecte entrenament] [| deteriora, = no afecta].

34




Antecedents Experimentals

1.2.4 Diencéfal

El diencefal esta format principalment pel talem i I'hipotalem, estructures que
projecten fortament a I'escorga prefrontal, fet que ha afavorit I'estudi de la seva implicacio
en la TSPA.

Hi ha pocs treballs que estudiin la contribucié del talem en la TSPA pero, tenint en
compte els seus resultats, sembla que els diferents nuclis talamics no contribuirien de la
mateixa manera en la TSPA (taules 1.2.4.1 i 1.2.4.2). Les rates amb el nucli mediodorsal
(MD) del talem lesionat electroliticament abans de I'entrenament poden adquirir i recordar
la tasca, en canvi, les lesions postentrenament afecten al record de la TSPA quan es
produeixen immediatament després de la interaccid social, perd no més tard (Winocur,
1990). Malgrat tot, igual que en el cas de les lesions hipocampals produides
immediatament després de I'entrenament (Winocur, 1990), podria ser que el simple trauma

associat a la cirurgia cerebral fos suficient per fer oblidar les experiéncies més recents.

D’altra banda, les lesions prentrenament amb NMDA del nucli parafascicular (PF),
estructura que forma part dels nuclis intralaminars del talem, si que provoquen déficits en la
TSPA tant en un test immediat com en un test 24 hores després de I'entrenament (Quiroz-
Padilla i col., 2006), suggerint que aquest nucli podria modular I'adquisicié6 de la TSPA
probablement a través de les seves connexions al cortex prefrontal. A més, la manca de
diferéncia entre els subjectes lesionats i els controls en parametres com la percepcio
olfactoria, la neofobia, la motivacié per menjar, I'exploracié i el grau d’interaccié amb el
demostrador durant I'entrenament confirma que el déficit observat en la TSPA després de

la lesio del PF és realment cognitiu.

El paper de I'hipotalem en la TSPA també ha estat poc estudiat i s’ha centrat
especialment en els cossos mamil-lars. En aquest sentit, Radyushkin i col. (2005) van
mostrar que ratolins mutants que no desenvolupen el nucli mamil-lar medial (MM) i el feix
mamil-lotalamic (MTt), no mostren déficits en la TSPA. Tot i que els cossos mamil-lars
tenen connexions anatdomiques via fornix amb I'hipocamp (Aggleton i Brown, 1999;
Aggleton i Saunders, 1997; Sziklas i Petrides, 1993; Tonkiss i Rawlins, 1992) i formen part
d’'un circuit cerebral que implica el nucli talamic anterior i el cortex prefrontal medial
(Gonzalo-Ruiz i col., 1992), els resultats suggereixen que la seva manca no produeix els

deficits en la TSPA que causen les lesions a I'hipocamp o a I'escorga prefrontal.
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ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

MOMENT
ESTRUCTURA MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
0 =
1 dia =
MD Lesio electrolitica 2 dies = Winocur, 1990
4 dies =
8 dies =
. 0 l Quiroz-Padilla i
PF Lesié amb NMDA 1 dia l col., 2006
i Mutacié FoxbT 1 dia = Radyus ok 1 ool

Taula 1.2.4.1 Efectes de diferents manipulacions experimentals en diferents arees diencefaliques sobre
I'adquisicié i retencié de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s’'indiquen les manipulacions experimentals
especifiques de cada treball i en la columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte I'entrenament en el
qual es va realitzar el test. [MD: nucli mediodorsal del talem, MM: nucli mamil-lar medial, MTt: feix
mamil-lotalamic, PF: nucli parafascicular, res. entr.: respecte entrenament] [0 immediatament, | deteriora, = no
afecta].

CONSOLIDACIO DE LA TSPA (Manipulacions postentrenament)

MOMENT MOMENT
ESTRUCTURA | MANIPULACIO | MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.) (res. entr.)
0 10 dies l
MD Lesio 2 dies 12 dies = Winocur,
electrolitica 5 dies 15 dies = 1990
10 dies 20 dies =

Taula 1.2.4.2. Efectes de diferents manipulacions experimentals en el nucli MD del talem sobre la
consolidacié6 de la TSPA. En la columna “Manipulacié” s'indiquen les manipulacions experimentals
especifiques de cada treball, en la columna “Moment Manipulaci¢” s’indica el temps respecte I'entrenament en
el qual es va realitzar la manipulacio experimental i en la columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte
'entrenament en el qual es va realitzar el test. [MD: nucli mediodorsal del talem, res. entr.: respecte

entrenament] [| deteriora, = no afecta].
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1.2.5 Altres Estudis

Diversos estudis de TSPA han estat realitzats modulant I'expressié de galanina, un
neuropeptid amb multiples accions inhibitories en la neurotransmissio i la memoria (Hokfelt
i col., 2000; Kask i col., 1995), els receptors del qual es troben distribuits en regions
cerebrals que regulen els processos cognitius, com soén el PB, I'hipocamp i el cortex
(Branchek i col., 2000; O'Donnell i col., 1999). El rol de la galanina en la cognicié és
d’interés clinic ja que la seva expressio en el PB augmenta notablement en la malaltia
d’Alzheimer (Bowser i col., 1997; Chan-Palay, 1988; Mufson i col., 1993) i sembla que
aquesta sobreexpressié contribuiria als déficits cognitius caracteristics d’aquesta malaltia
(Counts i col., 2001; Crawley i Wenk, 1989; Wrenn i col., 2002). Diversos estudis han
demostrat que la sobreexpressio de galanina en ratolins transgénics (GAL-tg) provoca un
impediment de la memoria de la TSPA (Steiner i col., 2001; Wrenn i col., 2003; Wrenn i
col., 2002, veure Rustay i col.,, 2005). Tot i que no s’observa cap correlacié entre la
concentracié de galanina hipocampal i la TSPA, si que s’ha observat una correlacio
negativa entre la concentracié de galanina cortical i la TSPA en funcié del protocol de la
tasca utilitzat (Wrenn i col., 2002). Segons Wrenn i col. (2003), 'impediment de la TSPA
observat en els ratolins GAL-tg seria atribuible als efectes inhibitoris de galanina sobre la
funcié colinérgica ja que, entre d’altres efectes, inhibeix I'alliberament d’ACh. Tot i aixi,
sembla que els receptors de la galanina tipus 1 no serien necessaris per la TSPA ja que
ratolins que no expressen aquest receptors no mostren déficits en la tasca (Wrenn i col.,
2004) (veure Rustay i col., 2005). Fins el moment, perd, no es coneix la implicacié dels

altres dos tipus de receptors de la galanina, el tipus 2 i el tipus 3.

Altres treballs s’han centrat en el paper de la vasopressina en la modulacio de la
TSPA (Strupp i col., 1990), demostrant que la injeccié subcutania d’aquesta hormona
modula la TSPA en funcié del grau de record que els subjectes presenten. La injeccio de
vasopressina just abans del test millora el record en condicions en les quals els subjectes
controls mostren un record pobre, és a dir, quan hi ha hagut un llarg periode de temps
entre I'entrenament i el test. En canvi, el tractament impedeix la TSPA en condicions on els

subjectes controls mostraven un bon record de la tasca, quan I'interval de retencié és curt.

D’altra banda, Sanchez-Andrade i col. (2005) han relacionat la TSPA amb la
fluctuaci6 de les hormones sexuals durant el cicle ovaric, demostrant una millora de
I'aprenentatge durant la fase de proestre, probablement degut als canvis en els estrogens
que es produeixen durant aquest periode. Sembla, doncs, que la formacié de la memodria

olfactoria estaria facilitada en les femelles quan estan actives reproductivament.
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Altres autors han avaluat la implicaci6 de la proteina CREB, un factor de
transcripcié important en la formacié de la memoéria a llarg termini, en la TSPA (veure
apartat 1.2.1). En aquest sentit, s’ha observat que els ratolins que expressen una forma
mutant de CREB presenten déficits en la TSPA en un test a les 24 hores, perd no en un
test immediat (Kogan i col., 1997), resultats que coincideixen amb els observats amb les
manipulacions especifiques de CREB a I'hipocamp (Brightwell i col., 2005). En canvi, un
estudi realitzat per Gass i col. (1998) utilitzant ratolins amb la mateixa mutacié de CREB no
mostra aquests déficits, discrepancia que els autors atribueixen a diferéncies en el
background genétic dels animals ja que en aquest treball, a diferéncia de I'anterior, només

es van utilitzar individus hibrids de primera generacié (F1).

Per altra banda, Ruiz-Opazo i col. (2004) han demostrat la modulacié de
'aprenentatge i la memodria de la TSPA a través de la ingesta de sal a la dieta. La
restriccié de sal produeix un déficit sever en la tasca de TSPA en rates Dahl S (model de
rates sensibles a la sal per desenvolupar hipertensid), les quals son incapaces de recordar
el menjar entrenat, fins i tot després de breus intervals de retencié. Malgrat tot, no esta clar
el mecanisme a través del qual la ingesta de sal a la dieta modula I'aprenentatge de la
TSPA tot i que sembla que el receptor de la Angiotensina Il a través de la via de

senyalitzacio CREB-AMPc hi podria participar.

A banda, altres autors han estudiat la implicacié de la proteina sinaptotagmina IV
(Syt IV), una proteina de les vesicules sinaptiques, en la TSPA. Els ratolins mutants per
Syt IV mostren déficits en la TSPA en un test realitzat 24 hores després de I'entrenament
perd no en un test immediat (Ferguson i col., 2000). La Syt IV s’expressa de manera basal
al cerebel, i la seva expressio s’indueix fortament després d’un tractament sistémic d’acid
kainic a I'escorga piriforme i a ’hipocamp (Vician i col., 1995), per aquest motiu els autors
suggereixen que els déficits podrien ser deguts a una afectacid hipocampal perd no

descarten que altres estructures també siguin responsables del déficit.

Els resultats d’aquest conjunt d’estudis es resumeixen a la taula 1.2.5.1.
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ADQUISICIO | RETENCIO DE LA TSPA (Manipulacions preentrenament)

. MOMENT
MANIPULACIO TEST RESULTATS ESTUDIS
(res. entr.)
Ratolins GAL-tg 1 dia l Steiner i col., 2001
Ratolins GAL-tg 1 dia l Wrenn i col., 2002
Ratolins GAL-tg 1 dia l Wrenn i col., 2003
Knock-out GAL-R1 1 dia = Wrenn i col., 2004
8 !
Injeccio subcutania de AVP,44 10 = Strupp i col., 1990
14 1
. . Sanchez-Andrade i
Rates en el periode proestre 1 dia 1 col., 2005
e aA- 0 = .
Mutacié CREB 1 dia | Kogan i col., 1997
Mutacié CREB ** 1 dia = Gass i col., 1998
5 min ! . .
Restriccio de sal en rates Dahl S 3 hores ! Ruiz-Opazo i col.,
. 2004
1 dia l
0 = Ferguson i col.,
Knock-out Syt IV 1 dia | 2000

Taula 1.2.5.1 Efectes de diferents manipulacions experimentals sobre I’adquisicié i retencié de la TSPA.
En la columna “Manipulacié” s’indiquen les manipulacions experimentals especifiques de cada treball i en la
columna “Moment del Test” s’indica el temps respecte I'entrenament en el qual es va realitzar el test. [min:
minut, res. entr.: respecte entrenament] [0 immediatament, | deteriora, 1 millora, = no afecta].
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2. NUCLI BASAL MAGNOCEL-LULAR

2.1 Neuroanatomia i Neuroguimica

L’NBM forma part del PB, regi6 localitzada a la base del cervell, en posicié anterior
a I'hipotalem i ventral als ganglis basals. A nivell frontal, limita amb el tubercle olfactori i el
nucli accumbens i lateralment amb el complex amigdaloide i el cortex piriforme (Detari i
col., 1999; Semba, 2000). El PB esta constituit per tres grans arees: la primera, localitzada
més rostralment, és 'area septal medial (ASM) i inclou el SM i la BDBv. La segona regio
esta formada per la branca horitzontal de la banda diagonal de Broca (BDBh) i el nucli
preoptic magnocel-lular (Givens i Sarter, 1997; Semba, 2000; Wenk, 1997; Woolf, 1991). La
tercera, la més caudal, correspon a I'NBM i inclou també la Sl i el globus pal-lid ventral
(Figura 2.1.1). L'organitzacio anatomica del PB és similar entre espécies animals, tot i que
existeixen certes diferéncies sobretot en 'NBM. En les rates i els gats, 'NBM és més difus
(Szymusiak, 1995) en comparacio als primats i als humans, en els quals aquest nucli es
denomina nucli basal de Meynert (Berger-Sweeney i col., 2000; Mesulam, 1995a; Mesulam,
1995b).

CPu Talem / . \
N

&
Pir GR ci I.“ f \
BN .' T T ) : \

" ACe GPv |

:i | ot - 1 -.
GPv ’ | o |
NPOM mﬂ‘ﬂdﬂh | 3 ~R CPu || !
Ty, \ \ w7 el 6P f /

| A\ o e |
P S T R 1) f"ll

T \ Yo b BOBR T /
B N AN e Aigdala

Figura 2.1.1 Localitzacié anatomica de I’'NBM i de les principals estructures circumdants. En una seccio
sagital (2.40 mm lateral a Bregma) (A) i en una coronal (1.30 mm posterior a Bregma) (B) del cervell de rata.
[Acc: nucli acumbens, cuore; BDBh: Banda Diagonal de Broca, branca horitzontal; ci: capsula interna; CPu:
nuclis caudat i putamen; GP: globus palid; GPv: globus palid ventral; HL: hipotalem lateral; NBM: nucli basal
magnocel-lular; NPOM: nucli preoptic magnocel-lular; Pir: cortex piriforme; Rt: nucli reticular talamic; Sl:
substancia innominada; Tu: tubercle olfactori]. Modificat de Paxinos i Watson, 1997.
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L'NBM esta format per una poblacié heterogénia de neurones tant per la seva
morfologia com per el seu contingut de neurotransmissors. No obstant, des de principis
dels anys 80 s’ha considerat una regié fonamentalment colinérgica (Fibiger, 1982;
Mesulam, 2004; Semba i Fibiger, 1989; Woolf, 1991). Estructuralment, les neurones
colinérgiques es caracteritzen per la seva grandaria (magnocel-lulars) i per tenir llargs
axons i extensos arbres dendritics. Aquestes cél-lules formen una constel-lacié neuronal al
llarg de tots els nuclis del PB (Butcher, 1995; Mufson i col., 2003; Semba, 2000; Wenk,

1997) configurant el denominat complex nuclear colinérgic basal (Butcher, 1995).

A més de les neurones colinergiques, 'NBM conté altres poblacions neuronals,
entre les quals destaca la constituida per neurones GABAérgiques (Gritti / col., 1993; Gritti
i col., 1997; Sarter i Bruno, 2002; Semba, 2000). Morfoldogicament, aquestes cél-lules sén
de menor grandaria i, possiblement, moltes d’elles funcionen com interneurones. Malgrat
tot, una important subpoblacié d’aquestes ceél-lules sén tan grans com les magnocel-lulars
colinérgiques i es consideren neurones de projeccié cortical (Fisher i col., 1988; Gritti i col.,
1993). Les neurones colinérgiques i GABAérgiques es troben entremesclades en I'NBM, si
bé, la proporcié de cada poblacié neuronal varia segons els diferents estudis. La majoria
d’autors consideren que aproximadament un 80-90% de neurones de I'NBM son
colinérgiques (Givens i Sarter, 1997; Mesulam, 2004), en canvi, altres resultats indiquen
que el nombre de cél-lules colinérgiques i GABAérgiques estaria més igualat (Gritti / col.,
2006; Sarter i Bruno, 2002).

Juntament amb aquestes poblacions neuronals, 'NBM també conté neurones
glutamateérgiques (Detari i col., 1999; Gritti i col., 2006; Manns i col., 2003; Manns i col.,
2001; Semba, 2000) i neuropeptidérgiques, incloent aquestes ultimes neuropéptids com
la galanina, la somatostatina, el neuropéptid Y, la neurotensina, la substancia P, les
orexines o les encefalines (Detari i col., 1999; Eggermann i col., 2001; Gritti i col., 2003;
Jones i Muhlethaler, 1999; Mesulam, 1995b; Mufson J col., 2000; Reiner i Fibiger, 1995;
Semba, 2000; Zaborszky i Duque, 2000). De tots els neuropéptids, la galanina és el més
freqient en I'NBM, destacant pel seu efecte inhibitori sobre la transmissié colinérgica
(Hokfelt i col., 1987; Semba, 2000) (veure apartat 1.2.5).

L’heterogeneitat neuroquimica de ’'NBM es mostra, no només per la preséncia de
diferents neurotransmissors, siné també per les diverses substancies quimiques que solen
colocalitzar-se amb determinats neurotransmissors. Aquest és el cas de les proteines
d’unié al calci, com la parvalbumina, la calbindina o la calretinina, que es troben
colocalitzades principalment en subpoblacions de neurones GABAeérgiques i colinérgiques,
tot i que també s’ha associat la calbindina i calretinina a les neurones glutamatérgiques
(Celio, 1990; Gritti i col.,, 2003; Semba, 2000; Zaborszky i Duque, 2000). Aquestes
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proteines tindrien la funci6 d’amortir els nivells d’ions Ca™ , i per tant regular la
concentracio i la distribucié de calci intracel-lular. D’altra banda, també s’ha demostrat la
preséncia en 'NBM de diverses neurotrofines, incloent el factor de creixement nerviés
(NGF), el factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF) o la neurotrofina-3, que actuen com a
factors trofics per diferents subpoblacions de neurones colinérgiques del PB induint una
gran varietat de canvis bioquimics i morfoldgics per promoure el seu desenvolupament i la
seva supervivéncia (Ward i Hagg, 2000). Totes aquestes neurotrofines s’uneixen als
receptors de baixa afinitat de p-75, que expressen selectivament les neurones
colinergiques del PB, amb I'excepcié d’aquelles que projecten a 'amigdala. A més, 'NBM
també conté receptors per la serotonina (5HT), la dopamina, la noradrenalina i els

estrogens (Mesulam, 2004; Mufson i col., 2003).

L’'NBM rep aferéncies d’'una gran heterogeneitat de sistemes de neurotransmissio
de diverses estructures troncoencefaliques, diencefaliques i corticals (Carnes i col., 1990;
Semba i Fibiger, 1989; Zaborszky i col., 1991; Zaborszky i col., 1999), pero, i a diferéncia
de I'abundancia de dades sobre les projeccions eferents de I'NBM, la informacié en relacio
a les connexions aferents és significativament menor. Del tronc de I'encéfal, destaquen les
aferéncies noradrenergiques provinents del locus coeruleus (LC) (Jones i Cuello, 1989;
Losier i Semba, 1993), les colinérgiques i glutamatérgiques procedents del nucli
laterodorsal tegmental (LTD) i del pedunculopontic tegmental (PPT) (Jones i Cuello, 1989;
Woolf i Butcher, 1986) i les glutamatéergiques i serotoninérgiques del rafe dorsal (RD)
(Carnes i col, 1990). A més, I'NBM també rep aferéncies de diverses estructures
prosencefaliques. En concret, rep inputs histaminérgics i neuropeptidérgics (orexina) dels
nuclis tuberomamil-lars i perifornicals de I'hipotalem, GABAérgics i neuropeptidérgics
(substancia P) del nucli accumbens, i aferéncies des dels nuclis caudat i putamen, dels
nuclis intralaminars del talem i de nuclis subtalamics de les quals no es coneix bé la
naturalesa quimica perd sembla que podria ser glutamatergica (Carnes i col., 1990; Detari i
col., 1999; Eggermann i col., 2001; Gaykema i col., 1991; Zaborszky i col., 1997). Des del
cortex, ’INBM només rep projeccions de les regions limbiques i paralimbiques, incloent el
cortex prefrontal i el cortex insular alhora que també rep aferéncies des de I'amigdala
central i basolateral. En canvi, no sembla que 'NBM rebi projeccions directes des d’arees
sensorials i motores primaries o des d’arees d’associacio sensorial (Carnes i col., 1990;
Detari i col., 1999; Gaykema i col., 1991; Givens i Sarter, 1997; Mesulam i Mufson, 1984;
Sarter i Bruno, 2000; Semba, 2000; Zaborszky i col., 1997). Les aferéncies des del cortex
sembla que son principalment glutamatergiques, tot i que poden ser també GABAérgiques.
I, almenys en rates, aquestes projeccions glutamatérgiques corticals sinapsen quasi

exclusivament amb neurones GABAergiques en I'NBM (Zaborszky i col., 1997).
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D’altra part, 'NBM projecta a nombroses estructures encefaliques mitjangant
diversos sistemes de neurotransmissio, pero les eferéncies que han rebut més atencié han
estat les projeccions colinérgiques al neocortex (Figura 2.1.2) (Johnston i col., 1979;
Lehmann i col., 1980; Wenk i col., 1980; Woolf i col., 1983). A diferéncia de les aferéncies
corticals que rep, 'NBM projecta a totes les arees corticals (Detari i col., 1999; Gaykema i
col., 1991; Ghashghaei i Barbas, 2001; Mesulam, 2004; Mesulam i col., 1983a; Szymusiak,
1995; Zaborszky i col., 1999).

Figura 2.1.2 Sistema colinérgic de la rata. [Amig: amigdala; BDBh: banda diagonal de Broca, branca
horitzontal; BDBv: banda diagonal de Broca, branca vertical; Cx.Cing: cortex cingulat; Cx.PF: cortex prefrontal;
Cx.Vis: cortex visual; Ent: cortex entorrinal; HL: hipotalem lateral; IP: nucli interpeduncular; LC: locus coeruleus;
LTD: nucli laterodorsal mesencefalic; NBM: nucli basal magnocel-lular; PPT: nucli pedunculopontic tegmental
mesencefalic; RD: rafe dorsal; SM: septum medial; SN: substancia negra)]. Modificat de Kalat, 2001.

Les projeccions colinérgiques corticals de I'NBM proporcionen la principal font
d’ACh alliberada al cortex cerebral. L’ACh alliberada exerceix la seva influéncia en el cortex
cerebral interactuant amb neurones que expressen receptors muscarinics i nicotinics
(Schroder i col., 1990; Schroder i col., 1989), essent el subtipus muscarinic m1 el receptor
més comu en el cortex de mamifers (revisat a Eglen, 2006; Oki i col., 2005). A nivell
cortical, les neurones colinérgiques formen amplies arboritzacions al llarg de totes les
capes corticals (Woolf, 1991) establint sinapsis amb cél-lules piramidals i amb

interneurones excitatories i inhibitories (Semba, 2000).

Paral-lelament a les projeccions colinérgiques corticals, les grans neurones
GABAérgiques també projecten des de 'NBM a l'escorga. S’ha pogut comprovar que
aquestes neurones estableixen sinapsis principalment amb interneurones GABAérgiques

del neocortex (Freund i Meskenaite, 1992; Gritti i col., 2003; Jimenez-Capdeville i col.,
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1997). Per aquest motiu, generalment s’ha suggerit que I'estimulacié de les projeccions
GABAérgiques corticals de 'NBM inhibeix I'excitabilitat de les interneurones corticals i,
d’aquesta manera, permet una desinhibicié cortical generalitzada, actuant aixi de forma
sinérgica a I'efecte excitador de les neurones colinérgiques (Detari i col., 1999; Givens i
Sarter, 1997; Gritti i col., 1997; Rasmusson, 2000; Semba, 2000; Verdier i Dykes, 2001).
Tot i aixi, les interaccions entre les projeccions colinérgiques i GABAérgiques, i les
interrelacions dels seus efectes en I'excitabilitat neural cortical sén molt complexes i no
estan completament determinades (Sarter i Bruno, 2002). A més, projeccions corticals
d’altres sistemes de neurotransmissio com el glutamatérgic sembla que també podrien
contribuir a la modulacié de I'activitat cortical de manera significativa (Jones, 2003; Manns i
col., 2003). Es important destacar, perd, que les neurones de 'NBM no només poden
regular I'activitat de les neurones corticals a través de les seves projeccions directes al
neocortex, sind que també ho fan indirectament a través de determinats nuclis del talem
com els nuclis reticular i MD. Aquestes projeccions talamiques comprenen també diferents
sistemes de neurotransmissid, pero, en aquest cas, el component colinergic és relativament
menor (Asanuma, 1997; Bickford i col., 1994; Cornwall i col., 1990; Jones, 2003; Semba,
2000).

A banda de les projeccions corticals i talamiques, una altra de les principals regions
diana de 'NBM és ABL, regi6 relacionada amb la consolidacié de la memoria emocional i
motivacional (McGaugh, 2002; Power i McGaugh, 2002). El feix basaloamigdalar és
principalment colinérgic (Nagai i col., 1982; Woolf i Butcher, 1982) i sembla que a través
seu I'NBM podria modular indirectament l'activitat de 'amigdala central, principal via de

sortida de la informacié del complex amigdaloide (Semba, 2000).

A més, 'NBM també projecta fibres descendents, principalment no colinérgiques, a
I'hipotalem i al tronc de I'encéfal. A I'hipotalem, INBM envia eferéncies fonamentalment a
dues arees: a la regié de 'hipotalem posterior (Gritti / col., 1994; Semba, 2000) i a l'area
predptica anterior incloent el nucli supraquiasmatic i el supraoptic (Bina i col., 1993;
Madeira i col.,, 2004; Semba, 2000) en les quals el component GABAérgic és el
predominant tot i que també hi participa el sistema colinérgic (Gritti i col., 1994; Madeira i
col., 2004; Semba, 2000). Respecte el tronc de I'encéfal, diferents estructures com el PPT
(Semba i Fibiger, 1992; Steininger i col., 1992) i el LC (Semba, 2000), nuclis implicats en la

regulacié del cicle de son/vigilia, reben eferéncies de I'NBM (Semba, 2000).

En resum, 'NBM és una font de multiples projeccions ascendents i descendents
neuroquimicament heterogénies que col-lectivament arriben a un gran nombre de dianes
localitzades per tot I'encéfal des del cortex fins el tronc cerebral. La figura 2.1.3 resumeix

les principals connexions aferents i eferents de 'NBM.
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Figura 2.1.3 Resum de les principals aferéncies i eferéncies de ’NBM amb els principals sistemes de
neurotransmissié implicats. [ABL: amigdala basolateral, C: amigdala central, Int: nuclis intralaminars, LC:
locus coeruleus, LTD: nucli laterodorsal, MD: nucli mediodorsal, PB: prosencefal basal, Per: nuclis perifornicals,
PO: nucli predptic, Pos: nucli posterior, PPT: pedunculopdntic tegmental, RD: rafe dorsal, Rt: nucli reticular, Tm:
nuclis tuberomamilars. 5HT: Serotonina, ACh: acetilcolina; Glu: glutamat; His: Histamina, NA: Noradrenalina,
Ore: Orexina, Pept: neuropéptids, SubP: substancia P]. Modificat de Zaborszky i Duque, 2000.
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2.2. Modulacio dels Processos Cognitius

L’NBM ha estat relacionat amb funcions diverses com la regulacié de la son i de la
temperatura, no obstant, el principal focus d’atencié I’ha rebut per la seva implicacié en la
modulacié de les funcions cognitives (Detari i col., 1999; Szymusiak, 1995; Szymusiak i
col., 2000). Es conegut que el nombre de cél-lules magnocel-lulars del nucli basal de
Meynert de pacients amb la malaltia d’Alzheimer disminueix significativament (Candy i col.,
1983; Whitehouse i col., 1982) i que els marcadors colinérgics en les dianes corticals de les
neurones basals estan reduits (Davies i Maloney, 1976; Perry i col., 1977), correlacionant
amb el grau de deméncia que presenten els pacients (Perry i col., 1978). Aquest fet ha
propiciat nombrosos estudis que avaluen la implicacié d’aquesta estructura en diferents
processos cognitius (Dringenberg, 2000; Weinberger, 2003; Wenk, 1997). Una de les
funcions atribuides a I'NBM, i especialment a les seves neurones colinérgiques, és la
modulacié del processament de la informacié sensorial i 'associacio entre estimuls, fet que
sembla conduir a un rendiment cognitiu eficag (Everitt i Robbins, 1997; Gold, 2003;
McGaughy i col., 2002; Sarter i Bruno, 1997; Sarter i col., 2003; Wenk, 1997). Aixi doncs,
les projeccions corticals de 'NBM sembla que podrien estar criticament involucrades en la
modulacié de funcions com I'aprenentatge i la memoria i els processos atencionals (Baxter i
Chiba, 1999; Dunnett i col., 1991; Richardson i DeLong, 1988).

Els intents experimentals per determinar la contribuci6 de 'NBM en les funcions
cognitives s’han centrat, en gran part, en valorar les consequéncies de destruir les
eferéncies de I'NBM en l'execucié de diferents proves conductuals en models animals
(veure Dunnett i col., 1991). Els estudis que han realitzat lesions electrolitiques de 'NBM
han observat déficits principalment en I'adquisicié (Popovic i col., 1996) i retencié de 'EV2
(Sos-Hinojosa i col., 2003; Vale-Martinez i col., 2002b). No obstant, els seus resultats son
més dificils d’interpretar perquée les lesions electrolitiques no discriminen les fibres de pas
dels cossos cel-lulars. Un dels métodes de lesié més utilitzats ha estat la infusié d’analegs
d’aminoacids excitatoris que produeixen lesions especifiques dels cossos cel-lulars sense
afectar als axons. Les lesions excitotoxiques de I'NBM produides amb acid iboténic,
agonista dels receptors NMDA, o amb els agonistes dels receptors no-NMDA, I'acid
quisqualic i 'AMPA (acid a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionic), impedeixen
'execucid6 de nombroses tasques conductuals eminentment espacials (EV2, laberint
aquatic de Morris, laberint radial), fet que molts autors han atribuit a una disrupcié dels
processos d’aprenentatge i meméria (Bailey i Thomas, 2001; Bartus i col., 1985; Butt i
Hodge, 1995; Connor i col., 1991; Dokla i Thal, 1988; Flicker i col., 1983; Langlais i col.,
1993; Lerer i col., 1985; Mandel i col., 1989; Mandel i Thal, 1988; Santucci i Haroutunian,
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1989; Vale-Martinez i col., 2002b). No obstant, també s’han observat déficits en alguns
estudis que han utilitzat paradigmes no espacials com la discriminacié de brillantor,
suggerint que els déficits induits per la lesié de 'NBM no es limiten a les tasques espacials

(Santucci i Haroutunian, 1989).

Part d’aquest déficits es van atribuir a la disrupcié de mecanismes colinérgics ja que
aquests es podien atenuar amb la infusié de substancies estimulants colinérgiques, com la
fisostigmina, un inhibidor de I'acetlicolinesterasa, o la pilocarpina, un agonista muscarinic
(Dokla i Thal, 1988; Mandel i col., 1989; Mandel i Thal, 1988; Murray i Fibiger, 1986).
Malgrat tot, altres estudis suggerien que els déficits mnemonics observats després de les
lesions de 'NBM amb diferents neurotoxines no necessariament correlacionaven amb la
deplecié colinérgica cortical (Ammassari-Teule i col., 1993; Dunnett i col., 1991; Page i col.,
1991). Per exemple, alguns estudis van mostrar que les lesions de 'NBM produides amb
acid quisqualic, que indueix una major degeneracié colinérgica, produien déficits menors en
'aprenentatge i memoria que les lesions amb acid iboténic que produeixen una menor
reduccid colinérgica cortical perd més dany neuronal no especific (Dunnett i col., 1987;
Markowska i col., 1990; Riekkinen i col., 1991; Steckler i col., 1993; Wenk i col., 1989).

En aquest context, una eina important per avaluar el paper de les neurones
colinérgiques de 'NBM va ser el desenvolupament de la immunotoxina 192-IgG saporina,
que permet realitzar lesions colinérgiques selectives (Wiley i col., 1991; Wrenn i Wiley,
2001) (Taula 2.2.1). Les lesions colinérgiques de 'NBM, pero, no van afectar a la majoria
d’aprenentatges de tipus espacial avaluats (Baxter i col., 1995; Dornan i col., 1996; Galani i
col., 2002; Lehmann i col., 2003; Torres i col., 1994; Wenk i col., 1994) o només van
provocar déficits menors (Berger-Sweeney i col., 1994; Waite i Thal, 1996), de manera que
no es van poder replicar els déficits descrits anteriorment amb les lesions més
inespecifiques (revisat a Everitt i Robbins, 1997; Gallagher i Colombo, 1995; McGaughy i
col., 2000). Aquests resultats, doncs, van suggerir que alguns processos de memoria eren
insensibles o es veien poc afectats per la pérdua selectiva de neurones colinérgiques de
'NBM (Baxter i col., 1995; Galani i col., 2002; Torres i col., 1994) i que, per tant, altres
neurotransmissors diferents de ’ACh podrien ser els causants del déficit cognitiu observat
amb les lesions més inespecifiques. Altres autors, en canvi, suggerien que aquests déficits
observats amb lesions no selectives podrien ser resultat de problemes atencionals i no
mnemonics (Baxter i Chiba, 1999; Gill i col., 2000; Sarter i Bruno, 2000; Sarter i col., 2003;
Sarter i col., 2001). Per aquest motiu, un tema destacat en la literatura ha estat la
dissociacio entre el paper del sistema colinérgic de 'NBM en I'atencié i el seu paper en

'aprenentatge i la memoria.
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Hipocamp Cortex Amigdala No-especific Referéncies
smmunolesié Berger-Sweeney i col.,
(192 1IgG-Sap) - T+ - - 1994; Heckers i col,

1994; Torres i col.,
1994; Wenk i col., 1994

* Altres
neurotoxines:
- ++ ++ ++ Boegman i col., 1992;
IBO Hagan i col., 1988;

Riekkinen i col., 1990b;
Wenk i col., 1992

AMPA - ++ + ++ Boegman i col., 1992;
Muir i col., 1994
QuIS - +++ + ++ Boegman i col., 1992;

Muir i col., 1994;
Robbins i col.,, 1989;
Wenk i col., 1992

Taula 2.2.1. Resum de I'extensié i la localitzacié del dany colinérgic produit per la immunolesié de ’'NBM
amb 192 IgG-saporina comparada amb la produida per altres neurotoxines. Extensié del d?ny colinérgic: -
no observat, + menor, ++ significatiu, +++ extens. 192 1gG-Sap: 192 IgG-saporina, AMPA: Acid a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionic; IBO: acid ibotenic; QUIS: acid quisqualic.

La participacié de 'NBM en processos d’arousal i atencié ha estat demostrada per
molts estudis en els quals s’han avaluat els efectes de les lesions de 'NBM en tasques que
requereixen demandes especifiques d’atencié. Per exemple, els subjectes lesionats a
'NBM amb acid iboténic, quisqualic o AMPA mostren déficits severs en la tasca de five-
choice serial reaction time (5-CSRT) (Balducci i col., 2003; Muir i col., 1994; Muir i col.,
1995; Robbins i col., 1989), tasca que presenta una elevada demanda de processos
atencionals ja que I'animal ha de discriminar un estimul visual breu presentat aleatoriament
en una de les cinc posicions possibles (revisat a Robbins, 2002). Aquests déficits, pero, es
poden revertir mitjancant I'administracié d’inhibidors de [I'acetilcolinesterasa com la
fisostigmina o el donepezil, o mitjancant la infusié de nicotina (Balducci i col., 2003; Muir i
col., 1992a; Muir i col., 1995; Muir i col., 1992b), demostrant aixi la participacié del sistema
colinérgic. A més, el trasplantament de neurones colinérgiques fetals al cortex de rates amb

lesions a I'NBM també millora els déficits de precisié en aquesta tasca (Muir i col., 1992a).

Aixi mateix, els treballs que han realitzat lesions colinérgiques de 'NBM amb la
immunotoxina selectiva 192 IgG-saporina han obtingut els mateixos resultats (Chiba i col.,
1995; Lehmann i col., 2003; McGaughy i col., 2002; McGaughy i col., 1996; McGaughy i
Sarter, 1998; Risbrough i col., 2002; Turchi i Sarter, 1997; Waite i col., 1999). En aquests
treballs es mostra com diferents tasques atencionals, principalment aquelles que mesuren
atencié sostinguda (com la 5-CSRT) (Lehmann i col., 2003; McGaughy i col., 2002;
McGaughy i col., 1996; Risbrough i col., 2002; Robbins, 2002) o paradigmes d’atencio

dividida (Turchi i Sarter, 1997) son sensibles a les lesions colinérgiques de 'NBM. En canvi,
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les lesions colinergiques de I'NBM no afecten tasques de baixa demanda atencional
(Himmelheber i col., 2001). A més, els déficits observats depenen de la dosi de 192 IgG-
saporina utilitzada, alhora que correlacionen amb la pérdua de neurones colinérgiques a
'NBM i amb la disminucié d’ACh cortical (McGaughy i col., 2002). Aquests resultats es
veuen confirmats, a més, per estudis de microdialisi in vivo que mostren que l'alliberacié
d’ACh en el cortex prefrontal augmenta durant I'execucié de tasques atencionals (Arnold i
col., 2002; Dalley i col., 2001; Himmelheber i col., 2000; Himmelheber i col., 2001; Passetti i
col., 2000) i com aquest augment d’ACh correlaciona amb el nivell de demanda atencional
de la tasca (McGaughy i col.,, 2002). Aixi doncs, els efectes de les lesions amb la
immunotoxina selectiva 192 IgG-saporina, juntament amb les técniques de microdialisi in
vivo, que permeten avaluar els canvis en I'alliberament cortical d’ACh durant I'execucié de
tasques conductuals, atribueixen a les projeccions colinergiques corticals un paper
important en la mediacié dels processos atencionals (veure Everitt i Robbins, 1997; Sarter i
col., 2003; Sarter i col., 2001).

No obstant, no es pot descartar la possible implicacié6 daltres sistemes de
neurotransmissiéo com el GABAérgic (Holley i col., 1995; Muir i col., 1992b; Pang i col.,
1993) o el glutamatergic (Turchi i Sarter, 2001) en processos d’atencié. En aquest sentit, un
estudi comparatiu dels efectes de les lesions de I'NBM amb acid iboténic o amb 192-1gG
saporina en una tasca operant d’atencié sostinguda va mostrar que el déficit atencional era
molt més sever en els subjectes lesionats amb acid iboténic que en els subjectes amb lesio
colinérgica especifica (Burk i Sarter, 2001). Segons els autors, el déficit atencional podria
ser atribuit a la disminucié de neurones GABAérgiques observada en els animals lesionats
amb acid iboténic, fet que recolzaria la hipotesi que les neurones GABAérgiques de 'NBM

intervindrien, almenys, en alguns processos d’atencio.

Aixi doncs, els diferents treballs esmentats coincideixen en considerar que 'NBM
participa fortament en processos d’atencid. No obstant, actualment s’esta reconsiderant el
paper de 'NBM en processos d’aprenentatge i memoria. Cal tenir en compte que els
aprenentatges usats per avaluar les lesions colinérgiques de 'NBM han estat principalment
de tipus espacial, com el laberint radial i el de Morris (Berger-Sweeney i col., 1994; Dornan
i col., 1996; Everitt i Robbins, 1997; Galani i col., 2002; Lehmann i col., 2003; Torres i col.,
1994; Wenk i col., 1994). Aquestes tasques depenen en gran mesura de la formacio
hipocampal, estructura que no rep projeccions directes de 'NBM sin6 d’altres regions del
PB com I'ASM (veure apartat 2.1). Els estudis més recents d’infusié de 192 IgG-saporina a
I’'NBM impliquen les projeccions colinérgiques corticals en funcions cognitives que no
poden ser classificades com atencionals, com sén la formaci6 de memodries socials

(Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-Martinez i col., 2002a) (veure apartat 1.2.2),
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I'aprenentatge visual discriminatiu (Fine i col., 1997; Ridley i col., 2005; Ridley i col., 1999),
la formacié del learning set (“aprendre a aprendre”) (Bailey i col., 2003) o I'aprenentatge
operant de transferéncia apetitiu-aversiu (Butt j col., 2003). A més, els resultats mostren
una correlacié entre la densitat de neurones colinérgiques a I'NBM, la densitat de
marcadors colinérgics al cortex i I'habilitat d’aprenentatge dels animals (Fine i col., 1997).
En aquests aprenentatges, I'hipocamp no sembla ser la Unica estructura critica siné que
altres estructures implicades en processos mnemonics, com el neocortex o 'amigdala, que
si que soén projeccions directes de ’'NBM, podrien aportar una contribucié molt important.
Per aquest motiu, aquests resultats aporten noves evidéncies de la contribucid de les

projeccions colinérgiques corticals de I'NBM a certs tipus d’aprenentatge.

Aquest ventall d’efectes conductuals produits després de les manipulacions de
I'NBM ha fet que diversos autors intentessin trobar una possible explicacié que unifiqués el
paper de I'NBM en els processos cognitius (Sarter i Bruno, 1997; Sarter i col., 2001). Per
aquest motiu, Chudasama i col. (2004) van avaluar els déficits produits per la reduccio
colinérgica cortical, mitjangant lesions colinérgiques de ’'NBM i inactivacié muscarinica de
'EPF medial (EPFm), en una tasca combinada de memoria de treball i atencié (CAM) que
permet separar les capacitats atencionals de les mnemoniques. En aquest treball, la infusio
de 192 IgG-saporina en 'NBM no va afectar I'execucié de la tasca en condicions de baixa
demanda atencional. En canvi, en augmentar les demandes d’atencio, I'execucié de la
tasca de memoria es va impedir, fet que implicava les projeccions colinérgiques corticals en
funcions mnemoniques, sobretot quan les demandes d’atencié eren elevades. A banda, el
bloqueig muscarinic a 'EPFm va provocar déficits mnemonics que no es podien atribuir a
simples problemes atencionals. Ambdds resultats, doncs, demostraven que les neurones

colinergiques corticofugals de 'NBM afavorien processos tant d’atencié com de memoria.

En canvi, en un estudi recent, Cabrera i col. (2006) proposa la hipotesi que el
conjunt de déficits observats en els diferents paradigmes sensibles a la lesio selectiva de
I'NBM podrien reflectir un déficit subjacent comud en un conjunt d’habilitats relacionades
amb la flexibilitat cognitiva, entesa com la capacitat de canviar el focus d’atencio, de
respondre a diferents condicions o configuracions d’estimuls segons les demandes de la
tasca, o d’adaptar-se a regles de resposta canviants. Segons aquesta definicié, molts dels
paradigmes conductuals que s’han vist afectats per la lesié colinérgica de I'NBM
requereixen diferents aspectes de flexibilitat cognitiva, com per exemple, paradigmes
d’atencié dividida (Turchi i Sarter, 1997; Waite i col., 1999), la formacio del learning set
(“aprendre a aprendre”) (Bailey i col., 2003), I'aprenentatge de transferéncia (Butt i col.,
2003) o la TSPA (Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-Martinez i col., 2002a). A més, s’ha

demostrat que les lesions de I'NBM provoquen déficits en la reversiéo i I'extincio
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d’aprenentatges discriminatius que es manifesten amb perseveranca en respondre a
I'estimul préviament reforcat (Cabrera i col., 2006; Fine i col., 1997; Ridley i col., 1985;
Wilson i Cook, 1995). En canvi, sembla que 'NBM no seria tan necessari per 'aprenentatge
d’associacions simples on la flexibilitat cognitiva no sembla necessaria (Butt i Bowman,
2002; Butt i col., 2003; Cabrera i col., 2006). Per tant, segons Cabrera i col. (2006) la
modulacié colinérgica cortical de 'NBM estaria especialment implicada en la flexibilitat
cognitiva, especialment a través de la seva influéncia al cortex prefrontal, regié que rep
extenses projeccions colinérgiques des de 'NBM (Mayo i col., 1984) (veure apartat 2.1 i
3.1) i que és critica en tasques que requereixen flexibilitat cognitiva (McAlonan i Brown,
2003; Ragozzino i col., 1999b).

Contrariament a aquesta idea, pero, I'atencié sostinguda, que depén clarament del
sistema colinérgic de I'NBM (veure McGaughy i col., 2002; Sarter i col., 2001), no sembla
que requereixi flexibilitat cognitiva. En tasques d’atencié sostinguda com la 5-CSRT, canvis
en l'atencid o variacions flexibles en les respostes als estimuls discriminatius no soén
necessaris; en canvi, I'atencio sostinguda requereix la capacitat de detectar senyals breus i
impredictibles i ignorar els estimuls distractors (veure McGaughy i col., 1996; McGaughy i
Sarter, 1998). D’altra banda, tasques de memoria implicita com I'EV2, que no requereixen
flexibilitat cognitiva, també s’han mostrat sensibles a la lesié de I'NBM (Vale-Martinez i col.,
2002b), alhora que I'estimulacié electrica de 'NBM n’ha facilitat I'aprenentatge (Montero-
Pastor i col., 2004; Montero-Pastor i col., 2001). Per tant, el concepte de flexibilitat cognitiva
podria ser util per interpretar alguns dels efectes de les lesions de 'NBM, perd no altres

funcions com l'atencié sostinguda o certs aprenentatges que no requereixen flexibilitat.

La participacid de 'NBM en processos d’aprenentatge i memoria sembla estar
estretament lligada al seu paper en la modulacié de I'activitat cortical (Detari, 2000;
Duque i col., 2000; Semba, 2000) i en certes formes de plasticitat sinaptica (Mesulam,
2004; Rasmusson, 2000; Verdier i Dykes, 2001; Weinberger, 2003). Diversos treballs han
mostrat que les projeccions colinérgiques de 'NBM tenen un paper important en la
regulacié de I'activacio cortical, definida com un augment en la capacitat de resposta de les
neurones corticals als inputs que els arriben a través de les vies sensorials o d’altres vies
(Steriade, 2000). ElI métode més usat per avaluar I'activacio cortical és el registre de 'EEG
cortical (Detari i col., 1999). En aquest sentit, s’ha vist que les neurones colinérgiques de
I’'NBM que projecten al cortex varien el seu patré de descarrega segons el nivell d’alerta i
d’activacio cortical, essent major durant la vigilia i el son REM i menor durant el son d’ones
lentes (Buzsaki i col., 1988; Detari, 2000; Detari i Vanderwolf, 1987; Duque i col., 2000;
Manns i col., 2000). A més, l'estimulacié de 'NBM també provoca una activacio cortical

concomitant a l'alliberacié d’ACh cortical (Casamenti i col., 1986; Kurosawa i col., 1989;
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Metherate i col., 1992; Rasmusson i col., 1994) que correlaciona amb un millor
processament sensorial (Bringmann i Klingberg, 1990; Edeline i col., 1994; Hars i col.,
1993; Mercado i col., 2001). En canvi, les lesions de 'NBM impedeixen I'activacié de 'EEG
cortical (Berntson i col., 2002; Buzsaki i col., 1988; Riekkinen i col., 1990a), igual que
'administracié de I'antagonista muscarinic atropina (Bakin i Weinberger, 1996; Metherate i
col., 1992). Per aquest motiu, es considera que les projeccions colinergiques de 'NBM cap
al cortex proporcionen les condicions neurals optimes, alliberacié d’ACh i desincronitzacio
de 'EEG, perqué es produeixin determinats esdeveniments fisioldgics relacionats amb els
mecanismes de plasticitat sinaptica subjacents als processos d’aprenentatge i memoria
(Gill i col., 2000; Sarter i col., 2003; Weinberger, 2003).

La contribucid de I'NBM en la induccié de plasticitat neural ha estat estudiada
fonamentalment a través de I'EIC. En aquests treballs s’han usat paradigmes
d’aprenentatge associatiu en els quals s’emparella I'EIC de 'NBM amb la presentacié d’'un
estimul sensorial i posteriorment s’avaluen els canvis plastics en el cortex sensorial primari
(Bjordahl i col., 1998; Kilgard i Merzenich, 1998; McLin i col., 2002a; McLin i col., 2002b;
McLin i col.,, 2003; Rasmusson, 2000; Verdier i Dykes, 2001; Weinberger, 2003). Per
exemple, [l'aparellament d'un estimul auditiu d'una determinada freqiéncia amb
I'estimulacid eléctrica de 'NBM provoca una reorganitzacié del cortex auditiu primari de
manera que l'area que respon de manera optima a la frequiéncia del to aparellat augmenta
considerablement (Kilgard i Merzenich, 1998). En canvi, la presentaci6 d’un estimul
sensorial de manera passiva és insuficient per generar aquesta reorganitzacié cortical
(Recanzone i col., 1992; Recanzone i col., 1993). Aquest tipus de plasticitat tampoc
s’observa després de la lesio colinérgica selectiva de 'NBM (Kilgard i Merzenich, 1998). De
manera similar, les lesions colineérgiques de I'NBM també impedeixen la reorganitzacio
cortical associada a un aprenentatge motor (Conner j col., 2003), i la plasticitat en el cortex
somatosensorial en un paradigma d’aparellament (Baskerville i col., 1997; Sachdev i col.,
1998), un efecte igual al provocat a la injeccié d’atropina (Maalouf i col., 1998). Aquests
resultats mostren, doncs, que l'activacié de I'NBM indueix processos de plasticitat neuronal
al cortex similars als canvis plastics que es produeixen en situacions naturals
d’aprenentatge (Bakin i Weinberger, 1996; Bjordahl i col., 1998; Kilgard i col., 2001;
Metherate i Ashe, 1991; Miasnikov i col., 2006; Miasnikov i col., 2001; Pandya i col., 2005;
Weinberger, 2003; Weinberger, 2004; Weinberger i Bakin, 1998; Zhang i col., 2005).

Malgrat tot, s’han realitzat pocs estudis avaluant els efectes de 'EIC de 'NBM a
nivell conductual. Algun d’aquests treballs han mostrat que I'EIC de 'NBM aparellada amb
un to indueix la formacié de memodria associativa especifica, mesurada per canvis en el

ritme cardiac i respiratori (McLin i col., 2002a; McLin i col., 2003), que es desenvolupa
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rapidament (Miasnikov i col., 2006). A banda, estudis d’'EIC de 'NBM realitzats al nostre
laboratori han mostrat que aquest nucli sembla intervenir en la adquisicié i la consolidacio
de tasques d’aprenentatge implicit (Montero-Pastor i col., 2004; Montero-Pastor i col.,
2001). En aquests treballs, els primers en la literatura cientifica que van analitzar els
efectes de l'estimulacié de 'NBM sobre una tasca d’aprenentatge instrumental, es va
observar que aquest tractament administrat preadquisicio facilitava I'adqusicié de la tasca
d’EV2, perd, que si l'estimulacid s’aplicava postadquisicid, aquesta tenia un efecte
modulador de la retencio, facilitador o impeditiu, que depenia dels parametres d’estimulacio
usats. En canvi, I'activacio de 'NBM no afectava la recuperacio de la informacio de la tasca
apresa si s’'aplicava immediatament abans de la sessié de retencié. Segons aquests
resultats, doncs, sembla que 'NBM tindria un paper important en els estadis inicials de
I'aprenentatge, durant els processos d’adquisicid i consolidaci6 inicial de la memoria pero
no semblaria critic per la recuperacié d’informacié adquirida amb anterioritat, almenys en

aquesta tasca d’aprenentatge implicit.

Aixi doncs, la modulacié colinérgica per part de 'NBM de I'activitat neural en el
neocortex (Detari i col., 1999) estaria implicada en diferents processos com I'atencio (Sarter
i col., 2001), la flexibilitat cognitiva (Cabrera i col., 2006), la regulacié de 'activitat neural i la
induccié de plasticitat sinaptica (Kilgard i Merzenich, 1998; Weinberger, 2003) tots ells
relacionats amb I'aprenentatge i la memoria (Baxter i Chiba, 1999; Givens i Sarter, 1997)
(Taula 2.2.2). En general, es considera que I'ACh alliberada per ’NBM modula I'eficacia del
processament sensorial i de l'associacid entre estimuls, afavorint que la informacié es
codifiqui als circuits neurals apropiats (Baxter i Chiba, 1999; Everitt i Robbins, 1997). Tot i
aixi, no es pot menystenir el paper de les neurones no colinérgiques, ja que també podria

ser important.
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PARADIGMA

MANIPULACIO

RESULTATS

ESTUDI

Evitacio passiva

Lesié AMPA
(Agonista R. AMPA)

| adquisicié

| retencio (4 dies)

Page i col., 1991

Lesio ac. Ibotenic
(Agonista R. NMDA)

| retencié (1h i 1 dia després

de I'entrenament)

Flicker i col., 1983

= adquisicio

Connor i col., 1991

= adquisicio

| retencio (4 dies)

Page i col., 1991

| adquisicié
. Riekkinen i col., 1991
| retencio
= adquisicid Connor j col., 1991
Lesi6 ac. Quisqualic
(Agonista R. AMPA) | | adquisicio
Riekkinen i col., 1991
| retencio
Lesio ac. Kainic _ L
= adquisicié

(Agonista dels
receptors Kainat)

| retencio (1 dia)

Lerer i col., 1985

) | execucio Torres i col., 1994
192 1gG-Saporina
(neurotoxina
colinérgica selectiva) y )
= execucio Wenk i col., 1994
#acid acti Lesié ac. Iboténic adquisicio
Evitacio activa bada Flicker i col., 1983
d’un sentit (Agonista R. NMDA) | = extincio
| adquisicié Popovic i col., 1996
= adquisicio Vale-Martinez i col.,

Evitacio activa de
dos sentits

Lesio electrolitica

| retencio (10 dies)

2002b

= adquisicio
= retencid (1 dia)

| retencié (10 dies)

Sos-Hinojosa i col.,
2003

Lesio ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

1 adquisicié

| retencioé (10 dies)

Vale-Martinez i col.,
2002b
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Discriminacio

visual

Lesio electrolitica

1 respostes perseverants en la
reversio

Wilson i Cook, 1995

MEZ20.4 IgG-
Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva,
primats)

Discriminacio visual senzilla:

= retencioé de la tasca apresa
prelesid

= nova adquisicio postlesio (|
si s’administra escopolamina)

= reversio (| si s’administra
escopolamina)

= retencio de la tasca apresa
postlesio

Discriminacio visual
complicada:

= retencio6 de la tasca apresa
prelesié

| nova adquisici6 postlesié

= retenci6 de la tasca apresa
postlesio

Fine i col., 1997

Discriminacio
visual
condicionada

| adquisicié Ridley i col., 1999
| adquisicié Ridley i col., 2005
Infusié Muscimol | precisi6

(Agonista R. GABA
A)

1 laténcia de resposta

(Revertit per la bicuculina)

Muir i col., 1992b

Lesio ac. Iboténic
] | adquisicié Butt i Hodge, 1995
(Agonista R. NMDA)
Discriminacio .
operant simple 192 IgG-Saporina = adquisicio

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| reversio de la discriminacio

(1 perseverancga)

Cabrera i col., 2006

Formacio del
learning set
(Discriminacions

Lesi6 ac. Quisqualic
(Agonista R. AMPA)

| formacié del learning set

Bailey i Thomas,
2001

192 IgG-Saporina

| inicial en I'adquisicié, perd

olfactories) (neurotoxina tots els animals acaben Bailey i col., 2003
colinérgica selectiva) | formant el learning set

Aprenentatge ) .

d’associacié 192 1gG-Saporina = execucié Butt i Bowman, 2002

simple (neurotoxina
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Aprenentatge
d’associaci6
complex

colinérgica selectiva)

| execucio

Alternancga en un

Lesio ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

| adquisicié (reversible amb la
infusio de fisostigmina o
pilocarpina)

Murray i Fibiger,
1986

laberint en T 192 IgG-Saporina = execucio Wenk i col., 1994
(neurotoxina
colinérgica selectiva) | = €xecucio Galani i col., 2002
Tasca de
discriminacio Lesié ac. Iboténic | adquisicié

condicionada
demorada en un
laberinten T

(Agonista R. NMDA)

| reversio de la discriminacio

Langlais i col., 1993

Tasca de
discriminacio
espacial simple

(dreta vs esquerra)

Lesio ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

= adquisicio

= retencio (1 dia)

Santucci i
Haroutunian, 1989

Tasca de
discriminacio
espacial complexa
de cerca de
menjar

(30 opcions)

Lesid ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

| retencio (reversible amb la
infusié de fisostigmina o

Murray i Fibiger,

. . 1986
pilocarpina)
| execucio fins i tot 4 mesos
després de recuperacio Santucci i

postoperatoria

1 perseveranga

Haroutunian, 1989

Laberint aquatic
de Morris

Lesio AMPA
(Agonista R. AMPA)

= adquisicié

Page i col., 1991

Lesié ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

| adquisicié (deficit atenuat
amb la infusié de fisostigmina)

Dokla i Thal, 1988

| adquisicié (reversible amb la
infusié d’'una dosi moderada
de fisostigmina)

Mandel i Thal, 1988

| adquisicié

| retencio (reversible amb la
infusio continua 1 setmana de
fisostigmina)

Mandel i col., 1989

| adquisicié Connor i col., 1991

| adquisicié Page i col., 1991

| adquisicié Riekkinen i col., 1991
Lesié ac. Quisqualic | | adquisici Connor i col., 1991
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(Agonista R. AMPA)

= adquisicio

Riekkinen i col., 1991

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

= execucio

Torres i col., 1994

- paradigma espacial
(plataforma invisible):

| execucié en totes les fases
(des del dia 1 fins el dia 6)

- paradigma cued (plataforma
visible):

= execucio6 en totes les fases
(des del dia 1 fins el dia 4)

Berger-Sweeney i
col., 1994

Aprenentatge espacial:
= adquisicio
Aparellament amb la posicio:

| menor en memodria de treball

Baxter i col., 1995

= execucio

Dornan i col., 1996

| menor en el paradigma de
memoria de referéncia (en les
primeres fases del test)

= en el paradigma de memoria
de treball

Galani i col., 2002

Laberint radial

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| menor execucio

Dornan i col., 1996

= execucio

Lehmann i col., 2003

= execuci6 ( 0 min, 2 min, 2h
de demora)

| menor execucié (6 h de
demora) (en les primeres
fases del test)

Galani i col., 2002

TSPA

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

= test immediat
| retest 1 dia

Berger-Sweeney i
col., 2000

| test immediat, retest 1 dia,
retest 3 dies

Vale-Martinez i col.,
2002a

Tasca operant de
transferéncia
operant apetitiva-
aversiva

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

= adquisici6 de la fase
apetitiva

| transferéncia de la fase
apetitiva a l'aversiva

Butt j col., 2003

No aparellament
demorat amb la
mostra

Lesié ac. Iboténic
(Agonista R. NMDA)

| retencio

(majors déficits d’aprenentatge
que amb lesid ac. quisqualic)

Markowska i col.,
1990
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| execucié que es recupera al
llarg del temps

Bartus i col., 1985

Lesi6 ac. Quisqualic
(Agonista R. AMPA)

= retencio

(menors déficits
d’aprenentatge que amb lesié
ac. iboténic)

Markowska i col.,
1990

Aparellament

Lesi6 ac. Quisqualic

Bailey i Thomas,

demorat amb la . = execucio 2001
mostra (Agonista R. AMPA) 00
Serial reversal Lesi6 ac. Ibotenic y o
| execucio Ridley i col., 1985

learning

(Agonista R. NMDA)

Tasca combinada
d’atencio i
memoria (CAM)

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

= execucio en condicions de
baixa demanda atencional

| execucio en la fase de
memoria en condicions d’alta
demanda atencional

Chudasama i col.,
2004

5-CSRT

Lesio AMPA
(Agonista R. AMPA)

| precisio
1 laténcia de resposta
1 respostes perseverants

(reversible amb la infusié
d’'una dosi moderada de
fisostigmina)

Muir i col., 1994

| precisio
1 laténcia de resposta

(reversible amb fisostigmina o
nicotina perd no amb de d-
amfetamina)

Muir i col., 1995

| precisio
(reversible amb donepezil)
1 laténcia de resposta

1 respostes perseverants i
prematures

Balducci i col., 2003

Lesio ac. Ibotenic
(Agonista R. NMDA)

| precisio
1 laténcia de resposta

(el déficit augmenta amb
estimuls de curta durada i amb
la introducci6 de distractors)

Robbins i col., 1989

Lesio ac. Quisqualic
(Agonista R. AMPA)

| precisio
1 laténcia de resposta

(el deficit augmenta amb
estimuls de curta durada i amb

Robbins i col., 1989
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la introduccié de distractors)

(efectes menors que lesiéo amb
ac. iboténic)

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| execucid, sobretot en altes
demandes atencionals, dosi-
depenent

McGaughy i col.,
2002

| execucid, sobretot en altes
demandes atencionals

Risbrough i col.,
2002

| precisio

1 laténcia de resposta

Lehmann i col., 2003

Infusié Muscimol

(Agonista R. GABA
A)

| precisio
1 laténcia de resposta

(Revertit per la bicuculinaila
fisostigmina)

Muir j col., 1992b

Infusié Muscimol

recisio
2-CRT (Agonista R. GABA LP ] Pang i col., 1993
A) ’ 1 laténcia de resposta
Tasca visual execucié McGaughy i col.,
d’atencio selectiva l 1996

Tasca operant
d’atencio dividida
(estimuls visuals i
auditius)

Tasca operant de

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| execucié quan la modalitat
sensorial és impredictible

Turchi i Sarter, 1997

Himmelheber i col.,

baixa demanda = execucio 2001
atencional

Infusio APV

(Antagonista R | precisio
Tasca operant NMDA)
d’atencio Turchi i Sarter, 2001
sostinguda Infusi NMDA o

= precisio

(Agonista R NMDA)

Deteccié d'un
estimul predictor
de la ocurréncia
d’altres en un
aprenentatge
associatiu

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| processos atencional

Chiba i col., 1995

Taula 2.2.2 Efectes de diferents manipulacions experimentals en ’'NBM sobre I'execucié de diferents
tasques conductuals. En la columna “Paradigma” s’indica la tasca conductual que s’ha realitzat i en la
columna “Manipulacié” s’indiquen les diferents substancies utilitzades a cada treball [5-CSRT: Tasca de five-
choice serial reaction time, 2-CRT: Tasca de two-choice reaction time] .
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3. CORTEX PRELIMBIC

3.1 Neuroanatomia i Neuroquimica

El PL forma part de 'EPF, regié localitzada en el 16bul frontal, en posicié rostral a
I'escorga motora, premotora i motora suplementaria. L'EPF s’ha definit de manera general
com la part del I16bul frontal que rep la majoria de projeccions talamiques des del nucli MD
(Rose i Woolsey, 1948). Segons aquesta definicid, la majoria d’espécies de vertebrats
contenen una regié prefrontal en la part rostral de I'encéfal. En rosegadors, 'EPF es pot
subdividir en tres regions principals: la lateral (arees insular agranular dorsal i ventral (AID,
AlV)), l'orbital o ventral (localitzada ventralment al cos callés) i la medial. A la vegada,
aquesta ultima, es divideix en tres zones (de dorsal a ventral): cingulada anterior (AC), PL i
infralimbica (IL) (Dalley i col., 2004a; Granon i Poucet, 2000; Heidbreder i Groenewegen,
2003) (Figura 3.1.1). Segons els estudis anatomics, I'area PL es considera, en general,
I'area homologa de I'escorga prefrontal dorsolateral (EPFdI) d’humans i primats no humans
(Granon i Poucet, 2000).
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Figura 3.1.1 Cortex Prefrontal de la rata: (A) seccié sagital, (B) seccié coronal [AC: cortex cingulat anterior;
AID: cortex insular agranular part dorsal; AlV: cortex insular agranular part ventral; AOM: nucli olfactori anterior
part medial; AOV: nucli olfactori anterior part ventral; Cg2: cortex cingulat area 2; cc: cos calls; gcc: genoll del
cos callds; IL: cortex infralimbic; LO: cortex orbital lateral; M1: cortex motor primari; MO: cortex orbital medial;
OB: bulb olfactori; PRC: cortex precentral; PL: cortex prelimbic; VLO: cortex orbital ventrolateral; VO: cortex
orbital ventral]. Adaptat de Dalley i col., 2004a.
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Tenint en compte la seva citoarquitectura, el PL de la rata es defineix com una area
agranular, és a dir, una regié sense la capa 4 cellular (Pandya i Yeterian, 1990). A
'escorga, les neurones piramidals soén la poblacié neuronal majoritaria i representen al
voltant d’'un 75-80 % del total, i sén glutamatérgiques. A part de les neurones piramidals,
el PL també conté interneurones GABAérgiques que representen aproximadament el 15-
20% de la poblacié neuronal i proporcionen un control local inhibitori. A més, la majoria
d’aquestes interneurones també expressen diferents neuropéptids i proteines d’unié al calci
com la calretinina, la parvalbumina i la calbindina D-28k. En general, es pensa que les
neurones en el PL, igual que a d’altres arees corticals, s’organitzen en multiples i repetitius
microcircuits formats per un conjunt de connexions molt especifiques entre una neurona
piramidal i diferents interneurones GABAérgiques. Malgrat tot, degut a la complexitat dels
circuits locals i a les diferéncies entre espécies, és dificil dibuixar un unic diagrama de
microcircuits corticals valid per totes les especies animals i per totes les arees corticals
(Beaulieu, 1993; DeFelipe, 2002; DeFelipe i col., 2002; Douglas i Martin, 1991; Gabbott i
col., 2005; Somogyi i col., 1998).

El patré de connectivitat del cortex PL és molt extens i complex, ja que presenta
nombroses connexions amb altres arees corticals, aixi com també amb diferents
estructures diencefaliques i troncoencefaliques (revisat a Gabbott i col., 2005; Heidbreder i
Groenewegen, 2003; Vertes, 2004) (Figura 3.1.2). De l'escorca, el PL rep aferéncies
principalment del cortex piriforme, entorrinal, perirrinal i del cortex insular agranular, alhora
que la seva part més dorsal també rep inputs d’arees sensorials com el cortex visual
secundari, i del cortex restrosplenial (Conde i col., 1995; Datiche i Cattarelli, 1996; Reep i
Winans, 1982; Van Eden i col., 1992). A més, el PL també rep connexions d’estructures
olfactories com el bulb olfactori (Neafsey i col.,, 1986) i d’altres estructures limbiques
incloent I'amigdala, predominantment la part caudal del complex amigdaloide basal,
'hipocamp (CA1) i el subicle, principalment la seva part ventral (Carr i Sesack, 1996;
Conde i col., 1995; Delatour i Witter, 2002; Gabbott i col., 2002; Granon i Poucet, 2000; Jay
i col., 1989; Krettek i Price, 1977; McDonald, 1987; McDonald, 1991; Swanson, 1981;
Uylings i van Eden, 1990). L'EPFm rep la major font d’aferéncies colinérgiques del PB,
essent 'NBM i la BDBh les regions principals que envien projeccions colinérgiques al PL
(Gaykema i col., 1990; Saper, 1984; Woolf, 1991). Aixi mateix, el PL rep aferéncies
probablement glutamatérgiques del nucli estriat i del nucli accumbens (Van Eden i Buijs,
2000) a més d’inputs de diferents neurones de I'hipotalem que contenen histamina i
melanocortina (Saper, 1985). Del tronc de I'enceéfal, el PL rep aferéncies dopaminérgiques i

GABAeérgiques de l'area tegmental ventral, serotoninérgiques i noradrenérgiques del RD i
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del LC i colinérgiques del LTD (Berger i col., 1991; Carr i Sesack, 2000; Satoh i Fibiger,
1986).

Alhora, existeixen denses projeccions reciproques i topograficament organitzades
des de diferents nuclis talamics a 'EPFm, la principal caracteristica definidora de 'EPF. La
part més ventral del cortex PL, juntament amb el cortex IL, rep i envia projeccions als nuclis
de la linia mitja (especialment al nucli paraventricular) i al segment medial del nucli MD del
talem, mentre que la part més dorsal del PL, juntament amb AC, projecta al segment lateral
de MD i als nuclis intralaminars. A més, existeixen fortes connexions entre totes les arees
de 'EPFm i el talem ventral, en particular amb el nucli reuniens de la linia mitja. Aixi mateix,
també s’observen projeccions més esporadiques amb els nuclis talamics lateral, reticular i
ventromedial (Groenewegen, 1988; Krettek i Price, 1977; Ray i Price, 1992; Sesack i col.,
1989; Vertes, 2002).

D’altra banda, el PL també envia eferéncies a nombroses estructures corticals
generant importants interconnexions cortico-corticals. Dins de 'EPFm, el PL connecta amb
el cortex IL, amb AC i, amb menys mesura, amb I'area premotora i amb arees cingulades
caudals (Morecraft i Van Hoesen, 1993). A més, també projecta a arees més laterals com
AID i AlV, OFC i el cortex perirrinal i, només la part més ventral del PL, també projecta al
cortex piriforme anterior (Datiche i Cattarelli, 1996). En canvi, la part més dorsal del PL
envia lleugeres projeccions a les arees sensorimotores en les regions frontals i parietals
(Sesack i col., 1989). Al PB, el PL gairebé no hi projecta (Room /i col., 1985) i només
s’observen algunes poques projeccions colinérgiques principalment a la BDBh, al nucli
predptic medial i a la SI (Gaykema /i col.,, 1991; Sesack i col., 1989). A banda, altres
neurones no colinérgiques també innerven lleugerament les parts laterals del bed nucleus
de lestria terminal (Sesack i col., 1989). A més, el PL també projecta a estructures
olfactories com el tubercle olfactori i el nucli olfactori anterior (Sesack i col., 1989) i a
estructures limbiques com 'amigdala, principalment la part capsular del nucli central i ABL
(McDonald, 1998; McDonald i col., 1996). En canvi, tot i que el PL rep projeccions des de
I'hipocamp, s’han descrit molt poques fibres de 'TEPFm que projectin a aquesta estructura
(Hurley i col., 1991; Sesack i col., 1989). D’altra banda, també s’han definit eferéncies del
PL al claustre, als ganglis basals especialment als nuclis caudat-putamen i al nucli
accumbens (core i shell) (Ding i col., 2001; Gorelova i Yang, 1997; McGeorge i Faull, 1989),
a la part més medial del nucli subtalamic (Berendse i Groenewegen, 1991) i a diferents
nuclis hipotalamics especialment de l'hipotalem medial i lateral (Sesack i col., 1989).
Alhora, el PL també envia nombrosos axons a diferents nuclis del tronc de I'encéfal,

especialment a la substancia gris periaqueductal, a 'area tegmental ventral, a la substancia
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negra, al RD, al LC, a la formacio reticular pontina i al PPT (Carr i Sesack, 2000; Neafsey i
col., 1986; Reep i col., 1987; Sesack i col., 1989).

En resum, el PL és font de multiples projeccions (Figura 3.1.2) que semblarien
consistents amb el seu paper en funcions limbico-cognitives (veure apartat 3.2) i que es

podrien considerar homologues al cortex prefrontal dorsolateral dels primats (Vertes, 2004).

Figura 3.1.2 Seccié sagital esquematica resumint les principals projeccions del cortex PL. [AC: cortex
cingulat anterior; Ald: cortex insular agranular part dorsal; Alv: cortex insular agranular part ventral; AM: nucli
anteromedial del talem; AON: nucli olfactori anterior; BLA: nucli basolateral de I'amigdala; C: cerebel; C-P:
nuclis caudat i putamen, estriat; CEA: nucli central de I'amigdala; CEM: nucli central medial del talem; CLA:
claustre; EC: cortex entorrinal; DR: nucli dorsal del rafe; IAM: nucli interanteromedial del talem; IL: cortex
infralimbic; IMD: nucli intermediodorsal del talem; LHy: area hipotalamica lateral; MD: nucli mediodorsal del
talem; MO: cortex orbital medial; MR: nucli mitja del rafe; NTS: nucli del tracte solitari; N7: nucli facial; OT:
tubercle olfactori; PAG: substancia gris periaqueductal; PBI: nucli parabraquial lateral; PFx: regi6 perifornical de
I'hipotalem; PL: cortex prelimbic; PN: nucli ponti; PRC: cortex peririnic; PT: nucli parataenial del talem; PV: nucli
paraventricular del talem; RE: nucli reuniens del talem; RH: nucli romboide del talem; TTd: taenia tecta dorsal;
VLO: cortex orbital ventrolateral]. Adaptat de Vertes, 2004.
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3.2. Modulacio dels Processos Cognitius

L’EPF humana és una regié del cortex cerebral intimament relacionada amb
funcions cognitives superiors com la memoria de treball, I'atencio, el control de la conducta,
la presa de decisions i la seleccié temporal d’estratégies (Fuster, 1997; Shallice i Burgess,
1991). La disfuncié d’aquesta regio i dels circuits associats provoca molts dels déficits
cognitius i conductuals associats amb desordres neuropsiquiatrics com el trastorn de déficit
d’atencid/hiperactivitat i I'esquizofrénia (Dalley i col.,, 2004a). Els descobriments en
rosegadors i primats no humans suggereixen, perd, que les diferents subregions de 'EPF
contribueixen de manera diferencial a les funcions cognitives (revisat a Dalley i col., 2004a;
Granon i Poucet, 2000; Kesner, 2000; Ragozzino, 2000). Tot i aixi, es coneixen poc els
mecanismes a través dels quals cadascuna de les subarees, i especialment el cortex PL,

contribueixen a funcions cognitives especifiques.

Les lesions restringides al PL impliquen aquesta area en processos de memoria de
treball (Brito i Brito, 1990; Brito i col., 1982). La memodria de treball és un tipus de memoria
temporal que permet mantenir activa la informacié ja processada en la memoria a curt
termini, mentre s’elabora nova informacié rellevant de la tasca alhora que es recupera
informacié de la memoria a llarg termini. Per aquest motiu, les tasques que freqientment
s’utilitzen per avaluar la memoria de treball son paradigmes de resposta demorada
(Ragozzino, 2000). Les lesions del PL afecten tasques com I'alternanga demorada espacial
(Brito i Brito, 1990; Kesner, 2000; Larsen i Divac, 1978; van Haaren i col., 1985) i el no
aparellament demorat amb la mostra (Brito i Brito, 1990; Dunnett i col., 1990; Granon i col.,
1994; Joel i col., 1997b; Kesner, 2000). Aixi mateix, les lesions del cortex PL també
augmenten el nombre d’errors en una tasca de no aparellament demorat amb la posicio
quan s’augmenta la demora entre la presentacié de l'estimul i la resposta (Delatour i
Gisquet-Verrier, 1996; Delatour i Gisquet-Verrier, 1999; Delatour i Gisquet-Verrier, 2000),
tot i que no tots els treballs han obtingut aquests resultats (Gisquet-Verrier i col., 2000). A
més, les lesions del PL també produeixen un deteriorament de la memoria de treball en

diferents paradigmes de laberints radials (Fritts i col., 1998; Ragozzino i col., 1998).

Diversos estudis han revelat la participacioé del sistema colinergic al cortex PL en la
modulacié de la memoria de treball. En aquest sentit, s’ha observat que les infusions
d’escopolamina al cortex PL deterioren tasques de memoria de treball, sobretot quan
s’augmenta la demora o la dificultat de la tasca (Brito i col., 1989; Broersen i col., 1995;
Granon i col., 1995; Ragozzino i Kesner, 1998). A més, el déficit induit per I'escopolamina
es reverteix amb infusions d’oxotremorina, un agonista muscarinic, suggerint que

limpediment es produiria especificament per un bloqueig muscarinic (Ragozzino i Kesner,
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1998). En canvi, pocs estudis han avaluat el paper dels receptors nicotinics del cortex PL
en la memoria de treball, tot i que s’ha mostrat que el seu bloqueig també deteriora la
memoria de treball en una tasca d’aparellament demorat amb la mostra pero, en canvi, no

en una tasca de no aparellament demorat amb la mostra (Granon i col., 1995).

A part de la influéncia colinérgica, altres estudis han mostrat que les aferéncies
dopaminérgiques al cortex PL també participen en la modulacié de la memoria de treball.
Per exemple, s’ha observat que la depleci® dopaminérgica a I'EPFm amb 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) impedeix I'execucio de tasques d’alternanca demorada espacial
(Bubser i Schmidt, 1990). A més, el bloqueig dels receptors dopaminérgics D1 en el PL
provoca déficits dependents de la dosi en una tasca d’aparellament demorat amb la posicio
(Broersen i col., 1995; Seamans / col., 1998). Tot i aixi, una activitat dopaminérgica
realgcada en 'EPF també impedeix les respostes demorades. Per exemple, I'administracio
d’agonistes dopaminérgics D1 o la induccié farmacologica de nivells alts de dopamina en
'EPF impedeixen tasques d’alternanca demorada en laberint radial (Arnsten, 1997; Murphy
i col., 1996a; Murphy i col., 1996b; Zahrt i col., 1997). Aquest fet indica que el manteniment
de l'activitat dels receptors D1 en 'EPF dins un interval optim és essencial per una correcta
memoria de treball. D’altra banda, la majoria d’estudis no han trobat efecte del bloqueig
dels receptors D2 en el PL sobre la memoria de treball (Brito i col., 1989; Seamans i col.,
1998).

El paper del PL és, no obstant, més complex que una implicacié general en totes les
tasques que requereixen memoria de treball ja que augmentant la demora no sempre es
produeixen déficits majors en subjectes amb el PL lesionat (veure Chudasama i col., 2004).
En aquest sentit, un treball recent (Gisquet-Verrier i Delatour, 2006) mostra que les lesions
del PL-IL només impedeixen I'execucid de tasques demorades espacials sota
circumstancies especifiques. Per exemple, les lesions del PL no afecten a I'execucié d’'una
tasca demorada espacial encara que s’augmenti la demora, en canvi si que provoquen
deficits quan els subjectes han de canviar d’'un paradigma no demorat a demorat o quan
se’ls hi presenta un element distractor durant el periode de demora. Altres estudis, a més,
mostren que el déficit induit per les lesions del PL pot augmentar molt si es dificulta la
seleccio de resposta, per exemple augmentant el nombre d’alternatives de resposta (revisat
a Granon i Poucet, 2000). A més, els déficits induits per les lesions del PL augmenten quan
la tasca requereix canviar d’'una estratégia a una l'altra un cop I'estratégia inicial ha estat
apresa (Granon i Poucet, 1995; Ragozzino i col., 1999a; Ragozzino i col., 1999b) o canviar
I'estratégia que I'animal utilitzaria de manera natural i espontania (Granon i col., 1994). Per

tant sembla que el PL no seria tant necessari pel simple manteniment d’una informacié

66



Antecedents Experimentals

especifica sind que intervindria, especialment, quan algun canvi, com la introduccié d’una

demora o d’un element distractor inesperat, alterés la situacié inicial.

Per aquest motiu, alguns autors han implicat el cortex PL en processos relacionats
amb I'atenci6 i la flexibilitat conductual. Hi ha molt treballs que demostren el paper de 'EPF
en funcions atencionals (Birrell i Brown, 2000; Broersen i Uylings, 1999; Bussey i col.,
1997; Chudasama i col., 2003; Dalley i col., 2004a; Dias i col., 1996). Per exemple, Olton i
col. (1988) van mostrar que les lesions de 'EPFm afectaven I'atenci6 dividida ja que els
subjectes que havien estat lesionat en aquesta regié no podien posar atencié a diferents
punts d’informacié al mateix temps en un tasca operant. Més especificament, estudis que
han realitzat lesions restringides al cortex PL han observat déficits en la tasca de 5-CSRT i
en altres tasques similars (Broersen i Uylings, 1999; Muir i col., 1996; Passetti i col., 2003).
En canvi, el dany al PL no sembla que provoqui déficits quan la tasca es realitza amb
condicions de baixa demanda atencional, per exemple presentant dos, i no cinc, estimuls
visuals (Granon i col., 1998). D’altra banda, aquest mateix estudi mostra un paper central
del PL, no només en l'atencid selectiva, sin6 també en el manteniment de I'atencid
sostinguda, per exemple per detectar i reaccionar davant un canvi subtil en una intensitat
lluminosa (Granon i col., 1998). Aquests resultats suggereixen, doncs, que el PL esta
implicat en tasques que requereixen control dels processos atencionals, és a dir, tasques
que son dificils o que exigeixen al subjecte centrar-se activament en un estimul. En canvi,
les tasques que impliquen una actuacié atencional més automatica sembla que no depenen
tant del PL (Williams i col., 1999).

S’ha suggerit que les projeccions colinérgiques serien, en part, responsables del
paper del cortex PL en l'atencié. Tenint en compte que les lesions colinérgiques
especifiques del PB produeixen déficits en diferents tasques atencionals, i que aquestes
neurones colinérgiques projecten a 'EPFm (veure apartat 2.1 i 2.2) (Chiba i col., 1995;
McGaughy i col., 1996; Turchi i Sarter, 1997) diferents estudis s’han centrat en el rol de les
projeccions colinérgiques al PL en I'atencid. En aquest sentit, les lesions colinergiques amb
192 IgG-saporina de 'EPFm deterioren certes tasques atencionals (Dalley i col., 2004b),
alteren l'atencié sostinguda especialment en condicions d’alta demanda atencional (Gill i
col., 1999) i disminueixen l'activitat de les neurones del cortex PL durant I'execucié d’'una
tasca d'atencié sostinguda (Gill i col.,, 2000). A més, s’ha observat que les infusions
d’escopolamina al cortex PL deterioren tasques d’'alta demanda atencional especialment
quan els estimuls es presenten de manera aleatdoria i no de manera predictible
(Chudasama i col., 2004; Williams i col., 1999). D’altra banda, estudis de microdialisi in vivo
han mostrat increments sostinguts de I'alliberacié d’ACh al PL durant I'execucié d’una tasca

atencional (Dalley i col., 2001; Passetti j col., 2000) aixi com una correlacié positiva entre
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I'alliberaci®6 d’ACh en el cortex PL i els nivell de demanda atencional de la tasca
(McGaughy i col., 2002) (veure apartat 2.2).

Alhora, altres sistemes de neurotransmissié prefrontal han estat involucrats en la
modulacié de les tasques atencionals. Per exemple, la infusié d’agonistes del receptor
dopaminérgic D1 al cortex PL millora I'execucié atencional, mentre que I'administracié d’un
antagonista D1 provoca déficits atencionals i, en canvi, la infusié d’'un antagonista de D2 no
té efectes (Granon i Poucet, 2000). Altres estudis, a més, mostren un augment de
l'alliberacié de dopamina al PL durant I'execucié de tasques atencionals (Dalley i col.,
2001). A banda, també s’ha demostrat la participacido de la serotonina i la noradrenalina
durant I'execucioé de tasques atencionals tot i que el seu paper ha estat menys estudiat
(revisat a Dalley i col., 2004b).

D’altra banda, diferents treballs mostren el paper del cortex PL en la flexibilitat
cognitiva. En aquest sentit, s’ha observat que la lesié o la inactivacié temporal del cortex
PL dificulta el canvi a noves estratégies o regles que impliquen el canvi de modalitat
sensorial (extra-modal), com el canvi de pistes espacials a visuals i a la inversa en el
laberint aquatic de Morris (de Bruin i col.,, 1994) i en la tasca Cheese-board, un aparell
circular amb 177 forats on s’ubica el refor¢ que I'animal ha de trobar (Ragozzino i col.,
1999b). Les lesions del PL també dificulten el canvi de pistes olfactories a espacials i a la
inversa en una tasca de discriminacié (Ragozzino i col., 2003), aixi com el canvi de
paradigma de no aparellament a aparellament demorat amb la mostra (Dias i Aggleton,
2000; Joel i col., 1997b). Aixi mateix, la inactivacid o lesié del cortex PL augmenta el
nombre de respostes perseverants (Birrell i Brown, 2000; Dias i Aggleton, 2000; Granon i
col.,, 1994; Ragozzino i col., 1999a), disminueixen la capacitat de planificar noves
trajectories en un laberint aquatic (Granon i Poucet, 1995), i impedeixen la flexibilitat en
diferents tasques espacials i visuals (Delatour i Gisquet-Verrier, 2000; Gisquet-Verrier i
Delatour, 2006; Ragozzino i col., 1999a; Seamans i col., 1995). En canvi, els efectes de les
lesions del PL s6n menys severs quan es requereix flexibilitat cognitiva en una mateixa
modalitat sensorial (intra-modal) (Birrell i Brown, 2000; Chudasama i col., 2001; de Bruin i
col., 1994; Joel i col., 1997a; Ragozzino i col., 1999a; Ragozzino i col., 2003; Ragozzino i
col., 1999b), tot i que no tots els treballs coincideixen amb aquest resultats (Li i Shao, 1998)
especialment si si s'augmenta la dificultat de la tasca (Bussey i col., 1997). Aixi mateix, el
cortex PL no sembla ser critic per I'aprenentatge de tasques espacials simples, per
'adquisicid de discriminacions visuals, espacials ni olfactories, ni per la discriminacio
condicional (Birrell i Brown, 2000; Botreau i col., 2004; Brito i Brito, 1990; Bussey i col.,
1997; Chudasama i col., 2001; de Bruin i col., 1994; Delatour i Gisquet-Verrier, 2000;
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Granon j col., 1996; Joel i col., 1997a; Lacroix i col., 1998; Li i Shao, 1998; Ragozzino i col.,
1999a; Ragozzino i col., 2003; Seamans i col., 1995).

El fet que les lesions del PL provoquin respostes perseverants, suggereix que el PL
€s una area important en la inhibicié de conductes préviament apreses o que son innates
per a resoldre alguna tasca o accié. En aquest sentit, les lesions del PL produeixen un
deteriorament de l'evitacio passiva (Jinks i McGregor, 1997), de I'evitacioé activa d’'un sentit
(Brito i Brito, 1990) i dels processos d’inhibicié de resposta en una tasca de visual timing
(Broersen i Uylings, 1999). Aixi mateix, les lesions que també involucren el cortex IL
produeixen un augment en la resisténcia a I'extincié en un condicionament de por (Morgan i
LeDoux, 1995; Morgan i col., 1993). No obstant, no tots els treballs coincideixen en el paper
del PL en la inhibicié de la por. Per exemple, en un treball realitzat per Gewirtz i col. (1997)
els subjectes amb lesions electrolitiques del PL-IL no van mostrar déficits en la inhibicio de
la por condicionada ni en la seva extincié. Els autors atribueixen les discrepancies amb els
anteriors treballs a diferéncies en els protocols utilitzats, per exemple la naturalesa de
I'estimul condicionat utilitzat, suggerint que el rol de 'EPFm en la inhibici6 de la por

condicionada seria molt especific.

La flexibilitat cognitiva és, a més, necessaria per aprendre a realitzar accions
dirigides a un objectiu, amb una intencid, i per tant per a planificar estratégies per arribar-hi.
En aquest sentit, s’ha demostrat que el cortex PL és una estructura necessaria per a la
deteccid de contingéncies instrumentals d’acci6-resultat, és a dir, per la deteccié de
relacions predictives entre les accions i els seus posteriors resultats, aixi com per a
adaptar-se a les manipulacions d’aquestes contingéncies (Balleine i Dickinson, 1998;
Killcross i Coutureau, 2003). Quan els subjectes aprenen noves respostes conductuals,
responen inicialment de manera voluntaria i dirigida a un objectiu concret, el que en
humans es coneix com intencié. El sobreentrenament de la mateixa resposta, pero,
comporta el desenvolupament d’un habit, que ja no és voluntari ni dirigit i molt menys
flexible. En rosegadors aquest pas d'una resposta dirigida a un habit s’avalua per la
sensibilitat que mostren els animals als canvis en el valor del refor¢. L’entrenament d’'una
resposta provoca que els subjectes ja no notin un canvi en el valor del reforg, indicant que
la resposta s’ha convertit en un habit. Els subjectes amb lesions en el cortex PL, pero, no
mostren aquesta sensibilitat al canvi en el valor del reforg, és a dir, no modifiquen la seva
resposta encara que es devalui el reforg. Aquest fet suggereix que els subjectes amb
lesions al PL no poden actuar de manera dirigida a I'objectiu i que, per tant, el cortex PL
seria, en part, responsable de I'execucié de respostes voluntaries dirigides (Killcross i
Coutureau, 2003).
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El mecanisme neuroquimic a través del qual el PL participa en la flexibilitat cognitiva
€s poc conegut, perd un dels neurotransmissors que s’han proposat és 'ACh. En aquest
sentit, s’han registrat alts nivells d’ACh en el cortex PL durant I'extincié d’'una resposta de
prémer la palanca (lzaki i col., 2001) i s’ha observat que el bloqueig dels receptors
nicotinics en el PL just abans del primer assaig d’extincié impedeix la reduccié de la
resposta des de la primera sessié d’entrenament (Maruki i col., 2003). En canvi, la infusio
d’'un antagonista muscarinic no afecta a I'extincié en el primer assaig perd impedeix un
segon assaig d’extincié un dia després, suggerint un efecte entre sessions (Maruki i col.,
2003). Aixi mateix, els ratolins knock-out pel receptor muscarinic M2 mostren déficits de
flexibilitat cognitiva per poder canviar d’estratégia alhora de realitzar una tasca en un
laberint circular (Seeger i col., 2004). D‘altra banda, la funcié dopaminérgica també s’ha
mostrat important per la flexibilitat al PL. Per exemple, el bloqueig dels receptors
dopaminérgics D1 al PL impedeix el canvi d’estratégia entre un paradigma de discriminacié
de resposta i un de discriminacié visual (Ragozzino, 2002) i les lesions dopaminérgiques de
'EPFm impedeixen I'extincié en un condicionament de por, tot i que no n’afecten la seva
adquisicié (Morrow i col., 1999). Aixi mateix, estudis de microdialisi han registrat un
augment de l'alliberacié de dopamina al PL i a I'lL durant la sessi6 inicial d’extincié d’'una

tasca de condicionament a la por (Wilkinson i col., 1998).

Finalment, alguns treballs han mostrat que el PL també participa en la modulacié de
la memoria a llarg termini. Estudis realitzats en el laboratori de Sara han demostrat que el
PL és necessari per la consolidacié d’'una tasca de discriminacié olfactoria. Per exemple,
s’ha vist que l'expressid6 de c-Fos en aquesta area augmenta 90 minuts després de
I'entrenament d’'una tasca de discriminacié olfactoria (Tronel i Sara, 2002). A més, estudis
farmacologics han mostrat que els diferents tipus de receptors del PL tindrien una
implicacié temporal diferenciada en la consolidacié de la tasca de discriminacié olfactoria.
En aquest sentit, la infusié d’APV, un antagonista dels receptors NMDA, immediatament
després de I'entrenament provoca una amnésia profunda i duradora d’aquesta tasca. En
canvi, la infusioé no té efecte si s’administra dues hores després de I'entrenament (Tronel i
Sara, 2003). Contrariament, la infusi6 d'un antagonista noradrenérgic impedeix la
consolidacié de la memoria si s’administra dues hores després de I'entrenament, perd no si

s’administra immediatament després (Tronel i col., 2004).

En resum, sembla que el cortex PL en rosegadors, igual que en les espeécies
superiors, estaria implicat en diversos processos cognitius incloent processos de memoria
de treball i a llarg termini, funcions atencionals i flexibilitat cognitiva (Taula 3.2.1) que
permetrien l'organitzacié i I'expressid d’'un comportament adaptatiu en circumstancies

noves (Dalley i col., 2004b; Gisquet-Verrier i Delatour, 2006).
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PARADIGMA

MANIPULACIO

RESULTATS

ESTUDI

Evitacio passiva

Lesio electrolitica

1 laténcia a la reixa electrificada
(entrenament)

= |laténcia a la reixa electrificada
(test)

Jinks i McGregor,
1997

(PL)

Evitacio activa

Brito i Brito, 1990

) . Lesio electrolitica | 'execucio
d’un sentit (PL)
Morgan i LeDoux,
= adquisicio (freezing) 1995; Morgan i col.,
o gt s 1993
1 resisténcia a I'extincio
(PL+IL)
= adquisicio
R Lesio electrolitica = inhibicié condicionada de la
esposta o
X resposta de potenciacio de
emocional

condicionada

I'ensurt (fear-potentiated startle)

= extincié de la resposta de
potenciacio de I'ensurt (fear-
potentiated startle) i de
congelament (frezzing)

Gewirtz i col., 1997
(PL+1L)

Lesi6é 6-OHDA

= adquisicié6 (frezzing)

1 resisténcia a I'extincio

Morrow i col., 1999
(EPFm)

Condicionament
d’aversio al gust

Lesio electrolitica

| 'aprenentatge

Brito i Brito, 1990
(PL)

Gabia operant

Lesio ac. Iboténic
(Agonista R NMDA)

= adquisicio
| sensibilitat a la devaluacio del
reforg

Killcross i
Coutureau, 2003

(PL)

Escopolamina

(Antagonista R
muscarinics)

= Entrenament d’extincio inicial

| Entrenament d’extincié 24 h

Mecamilamina

(Antagonista R
nicotinics)

| Entrenament d’extincié inicial

| Entrenament d’extincié 24 h

Maruki i col., 2003
(PL)

Discriminacio
visual

Lesié mecanica

= adquisicid

| reversio de I'aprenentatge

Li i Shao, 1998
(PL)

Lesio electrolitica

= adquisicio

Brito i Brito, 1990
(PL)

Lesio NMDA
(Agonista R NMDA)

= adquisicid

= reversio de I'aprenentatge

Chudasama i col.,
2001
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(PL)

Lesié ac. Quinolinic
(Agonista R NMDA)

= adquisicio

| reversio quan els estimuls sén
dificils de discriminar

Bussey i col., 1997
(EPFm)

Brito i col., 1989

Discriminacio
visual, olfactoria
i de textura

Escopolamina = adquisicio
(Antagonista R (PL)
muscarinics) .
= adquisicio
Bungarotoxina Granon j col., 1995
(Antagonista R = adquisicio (PL)
nicotinics)
Sulpiride e Brito i col., 1989
= adquisicio
(Antagonista R D2) (PL)
= adquisicio

Lesié ac. Iboténic
(Agonista R NMDA)

= reversio de I'aprenentatge

| 'execucio al canviar de pistes
visuals a olfactories i textures i
viceversa

Birrell i Brown, 2000
(PL+IL)

Discriminacio
olfactoria

Discriminacio de
lloc

Bupivacaine 2%

(Anestésic local)

= adquisicio
= reversio de I'aprenentatge

| 'execucio al canviar de pistes
olfactories a espacials

= adquisicio

| 'execucio6 al canviar de pistes
espacials a olfactories

Ragozzino i col.,
2003

(PL+IL)

Discriminacio

SCH-23390 (SCH)

| 'execuci6 al canviar d’un
paradigma de discriminacio de
resposta a un de discriminacio

Ragozzino, 2002

visual i de visual i viceversa.
resposta (Antagonista R D1) . (IL+PL)
= adquisicio
1 Respostes perseverants
L iy | 'execucio, especialment en Brito i Brito, 1990
Lesio electrolitica
llargues demores (PL)
Alternanca
Idemc?rada eTn' Bubser i Schmidt,
aberinten Ti || 6 6-OHDA | 'execucio 1990
radial
(EPFm)
SKF 81297 Zahrt i col., 1997

(Agonista total R D1)

| 'execucioé depenent de la dosi

(PL)
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Alternanga no
demorada
laberint radial

Lesi6é 6-OHDA

= 'execucio

Bubser i Schmidt,
1990

(EPFm)

Laberint aquatic
de Morris

Lesi6 per
radiofreqiiéncia

= adquisicid i record de la tasca
espacial

= reversio de I'aprenentatge

| 'execuci6 al canviar de pistes
espacials a visuals

de Bruin j col., 1994
(PL+IL)

= aprenentatge si s’ha d’arribar a
la localitzacié fixada sortint des
de 1 o 2 posicions diferents

| aprenentatge si s’ha d’arribar a
la localitzacio fixada sortint des
de 4 posicions diferents (déficit
especific per les 2 noves
posicions introduides)

Granon i Poucet,
1995

(PL)

Laberint radial

Lesio electrolitica

| adquisicié

Fritts i col., 1998
(PL)

= adquisicié

= en la reversio de I'aprenentatge

Joel i col., 1997a
(PL)

Lesié ac. Iboténic
(Agonista R NMDA)

Estratégia de win-shift no
demorada:

= adquisicio

| transitoria de I'execucio al

canviar a un paradigma demorat
(introduccio d’1 min de demora)

Estrategia de win-shift demorada:

= adquisicié que no s'impedeix si
s’augmenta la demora (de 5 a 30
min)

| de I'execuci6 si s’introdueix un
element distractor en el periode
de demora (col-locar 'animal en
un entorn nou)

Gisquet-Verrier i
Delatour, 2006

(PL+IL)

Lesié ac. Quinolinic
(Agonista R NMDA)

| memoria de treball

Ragozzino i col.,
1998

(PL+IL)

Escopolamina

(Antagonista R
muscarinics)

| memoria de treball depenent de
la dosi, reversible amb
'administracié concomitant
d’oxotremorina

Ragozzino i Kesner,
1998

(PL+IL)

SCH-23390 (SCH)
(Antagonista R D1)

Tasca de cerca de menjar:

- Estratégia de win-shift

Seamans i col.,
1998
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demorada:

| memodria de treball, depenent
de dosi (test)

- Estratégia de cerca a I'atzar no
demorada:

= adquisicio

Sulpiride
(Antagonista R D2)

Tasca de cerca de menjar:

- Estratégia de win-shift
demorada:

= memoria de treball (test)

- Estratégia de cerca a I'atzar no
demorada:

= adquisicio

(PL)

Lidocaina 2%

(Anestésic local)

Tasca de cerca de menjar:

- Estratégia de win-shift
demorada:

= adquisici6é (entrenament)
| memoria de treball (test)

- Estratégia de cerca a I'atzar no
demorada:

= adquisicio

| 'execucio al canviar d’'un
paradigma de win-shift demorada
espacial a un de cerca de menjar
a l'atzar

Seamans i col.,
1995

(PL)

Tasca espacial
Cheese-board.

Tetracaina 2%

(Anestesic local)

= adquisicio (espacial i visual)

| 'execucio6 al canviar de pistes
espacials a visuals i viceversa

= reversio de I'aprenentatge

Ragozzino i col.,
1999b

(PL+IL)

Aprenentatge de
lloc i de resposta

Tetracaina 2%

(Anestésic local)

| 'execucio al canviar d’'un
aprenentatge espacial a un
aprenentatge de resposta i
viceversa

= adquisicio

= reversio de I'aprenentatge

Ragozzino i col.,
1999a

(IL+PL)

No aparellament
demorat amb la
mostra

Lesio electrolitica

| 'execucio, que millora amb la
practica si la demora és curta
perod no si la demora és llarga

Brito i Brito, 1990
(PL)

= adquisicio

| en la reversi6 d’'un paradigma
d’aparellament a no aparellament

Joel i col., 1997b
(inclou part d’AC)
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Lesi6 per
radiofreqiiéncia

| 'execucio. Si té experiéncia
amb la tasca prelesié mostra
déficits inicials perd recupera el
nivell d’execucié normal després
de la lesio

Granon j col., 1994
(PL)

Brito i col., 1989

Escopolamina | T'execucio (PL)
(Antagonista R
muscarinics) . Granon i col., 1995
| 'execucio
(PL)
Bungarotoxina , . Granon i col., 1995
(Antagonista R = I'execucié (PL)
nicotinics)
Sulpiride . Brito i col., 1989
= I'execucio

(Antagonista R D2)

(PL)

Aparellament

Lesio per
radiofreqiiéncia

| 'execucio. Encara que tingui
experiéncia amb la tasca prelesié
mostra deficits després de la lesié

Granon i col., 1994
(PL)

Escopolamina

demorat amb la | (Antagonista R | 'execucio
mostra muscarinics) Granon i col., 1995
Bungarotoxina (PL)
(Antagonista R | I'execucio
nicotinics)
Lesiéd NMDA Dias i Aggleton,
. = adquisicié 2000
(Agonista R NMDA) (PL+IL)
Delatour i Gisquet-
L Verrier, 1996 (PL);
No aparellament = adquisicio Delatour i Gisquet-

demorat amb la
posicio

Lesio ac. Iboténic
(Agonista R NMDA)

| 'execucio si s’Taugmenta la
demora

Verrier, 1999
(PL+IL); Delatour i
Gisquet-Verrier,
2000 (PL+IL)

= adquisicié

= I'execucio si s’augmenta la
demora

Gisquet-Verrier i
col., 2000

(PL+IL)

Aparellament
demorat amb la
posicio

Lesio NMDA
(Agonista R NMDA)

| adquisici6, 1 perseveranca, | en
la reversi6 d’aparellament a no
aparellament

Dias i Aggleton,
2000

(PL+IL)

Escopolamina

(Antagonista R

| 'execuci6 depenent de la dosi i
la demora

Broersen i col.,
1995
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muscarinics)

1 laténcia de resposta

SCH-23390 (SCH)
(Antagonista R D1)

| 'execucio6 depenent de la dosi
1 laténcia de resposta

| frequiéncia dels nose-poke

(PL)

Tasca
combinada
d’atencio i
memoria (CAM)

Escopolamina

(Antagonista R
muscarinics)

= precisio i 1 d’errors d’omissio
(fase d’atencio)

1 nombre d’errors de localitzacio
de l'estimul en la (fase de

memoria) independent de la
demora

Chudasama i col.,
2004

(PL+ AC)

Lesio ac. Ibotenic
(Agonista R NMDA)

| precisio

1 Respostes perseverants i els
errors d’omissio

Passetti i col., 2003
(PL+IL)

Lesio ac. Quinolinic
(Agonista R NMDA)

| precisio
1 laténcia de resposta

1 respostes perseverants

Muir i col., 1996

(PL inclou part de
EPFm)

192 IgG-Saporina

(neurotoxina
colinérgica selectiva)

| precisio quan les demandes
atencionals sén elevades

1 respostes perseverants quan
els estimuls es presenten

Dalley i col., 2004b
(PL+IL)

5-CSRT imprevisiblement
SCH-23390 (SCH) | precisio en els subjectes que
. tenien nivells basals alts precisio
(Antagonista R D1) | previs a la infusio.
Sulpiride ; .
= I'execucio i
(Antagonista R D2) Granon i col., 2000
(PL)
1 precisio en els subjectes que
SKF 38393 tenien nivells basals baixos de
(Agonista parcial R precisio previs a la infusio.
D1) Aquests efectes s’antagonitzen
amb la infusié de SCH-23390.
| el percentatge de respostes
3-CSRT correctes, 1 errors d’'omissio, 1

Visual timing
task

Lesio per
radiofreqiiéncia

laténcia de resposta

| respostes correctes 1 respostes
prematures, 1 errors d’'omissio

Broersen i Uylings,
1999 (EPFm)

Tasca visual
d’atencio
selectiva

Lesio per
radiofreqiiéncia

= execuci6 de la tasca quan les
demandes atencionals son baixes
(2 estimuls)

Granon j col., 1998
(PL)
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Tasca visual len Ia' gapacitat de sostenir _
d'atencié I'atencié prou temps per detectar i
; reaccionar a variacions subtils de
sostinguda brillantor
| precisi6 quan la senyal
Escopolamina lluminosa apareix de manera N _
gatsca 'd,ed P aleatoria Williams i col., 1999
eteccio de (Antagonista R _ .
senval iy = precisio quan la senyal (PL+IL)
y muscarinics) lluminosa apareix de manera
predictiva

Taula 3.2.1 Efectes de diferents manipulacions experimentals en el PL sobre I’execucié de diferents
tasques conductuals. En la columna “Manipulacié” s’'indiquen les diferents substancies utilitzades a cada
treball i en la columna “Paradigma” s'indica la tasca conductual que s’ha realitzat [6-OHDA: 6-
hidroxidopaminal].
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IV. TREBALL EXPERIMENTAL

1. TREBALL 1:

Effects of nucleus basalis magnocellularis stimulation on a socially
transmitted food preference and c-Fos expression.

Boix-Trelis N., Vale-Martinez A., Guillazo-Blanch G., Costa-Miserachs D., Marti-
Nicolovius M.

Learning and Memory 13(6), 783-793 (2006).
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1.1 Introduccid

L’NBM, a través de les seves projeccions colinérgiques corticals, t¢ una funcio
important en la modulacié dels processos cognitius tant atencionals com mnemonics
(Everitt i Robbins, 1997; Gold, 2003; McGaughy i col., 2002; Sarter i col., 2003; Wenk,
1997). Diferents estudis han mostrat que FEIC de I'NBM produeix una activacié
generalitzada del cortex concomitant a lalliberaci6 d’ACh que correlaciona amb un millor
processament sensorial, alhora que augmenta la plasticitat induida per I'aprenentatge en
els camps receptius corticals (Bringmann i Klingberg, 1990; Buzsaki i col., 1988; Casamenti
i col., 1986; Jimenez-Capdeville i col., 1997; Kurosawa i col., 1989; McLin i col., 2002a;
McLin i col., 2003; Metherate i Ashe, 1991; Metherate i col., 1992; Rasmusson, 2000;
Weinberger, 2003; Weinberger, 2004). Tot i aixi, pocs estudis han avaluat els efectes

conductuals i moleculars d’aquest tractament.

A nivell conductual, alguns treballs han mostrat que I'EIC de I'NBM aparellada amb
un to indueix la formaci® de memoria associativa especifica, mesurada per canvis
conductuals, com el ritme cardiac i respiratori (McLin i col., 2002b; McLin i col., 2003;
Miasnikov i col., 2006). A més, estudis previs del nostre laboratori mostren que I'EIC de
I'NBM aplicada preadquisicié facilita 'aprenentatge d’una tasca implicita d’'EV2 (Montero-
Pastor i col., 2004). En aquest context, ens vam plantejar si I'estimulacié de 'NBM aplicada
preentrenament podria modular altres tipus d’aprenentatges i no només els implicits com
'EV2. Per aquest motiu, vam escollir la tasca de TSPA, una tasca de memodria relacional
sensible a les lesions colinérgiques de 'NBM (Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-Martinez i
col., 2002a). La tasca de TSPA és una tasca social, no espacial de memoria olfactoria en la
qual una rata observadora interacciona amb una altra anomenada demostradora que
préviament ha menjat un aliment aromatitzat (Galef i Wigmore, 1983). La TSPA requereix
'associaciéo natural entre dues olors ja que durant la interaccié social els observadors
associen l'olor de I'aliment amb un constituent de I'alé dels demostradors (Galef i col.,
1988), expressant la seva memoria a través d’'un augment de la preferéncia per 'aliment
que ha menjat el demostrador (Galef i col., 1985). La TSPA presenta diferents
caracteristiques que fan que es defineixi com una forma de memoria relacional: la
informacid s’aprén rapidament fins i tot en un Unic episodi, i implica I'expressio de la
memoria en una situacié d’eleccié de menjar que és molt diferent del context social en el
que es produeix I'episodi d’aprenentatge. A més, els subjectes observadors han de fer un
us flexible de la informacié olfactoria ja que només un dels dos estimuls que han format
'associacié durant l'aprenentatge ('aroma de I'aliment) és present en el test de
preferéncies per poder guiar el comportament del subjecte (Alvarez i col., 2001; Bunsey i
Eichenbaum, 1995).
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D’altra banda, no hi ha treballs que caracteritzin a nivell molecular els efectes de
I'EIC de 'NBM. Només un unic estudi ha estudiat la induccié de RNAm de c-fos al cortex
cerebral després de I'estimulacié de 'NBM, perd en aquest cas en resposta a la infusio
unilateral d’acid kainic (Wood i de Belleroche, 1991). El gen de resposta immediata c-fos es
considera un indicador d’activacio neural involucrat en els canvis del funcionament cel-lular
ligats a la plasticitat i a 'aprenentatge (Herdegen i Leah, 1998; Herrera i Robertson, 1996) i
'estudi de la seva expressio s’ha utilitzat ampliament com a marcador d’activitat neuronal
(Sagar i col., 1988).

En aquest context, en aquest primer treball ens vam plantejar aprofundir en els

efectes de 'EIC de 'NBM realitzant dos experiments:

- En l'experiment 1 vam avaluar els efectes de I'EIC de I'NBM

preentrenament en una tasca d’aprenentatge relacional de TSPA.

- En I'experiment 2 vam determinar I'expressié de la proteina c-Fos per

identificar regions cerebrals activades pel tractament d’EIC de 'NBM.

83



Resultats: Treball 1

1. 2 Experiment 1

1.2.1. Objectius i Procediment

= Avaluar els efectes de I'EIC de I'NBM aplicada preentrenament sobre la
preferéencia pel menjar transmesa socialment juntament amb altres variables

involucrades en la TSPA , en dos intervals de retencié (immediat i 24 hores).

Per aconseguir aquest objectiu, vam utilitzar 57 subjectes que vam distribuir

aleatdriament en els seguents grups experimentals:

TEST IMMEDIAT TEST 24 HORES
EIC - -
(estimulacié a 'NBM) n=15 (NBM-I) n=14 (NBM-24)
CONTROL
(eléctrode implantat a 'NBM, n=14 (Control-I) n=14 (Control-24)
pero sense estimulacid)

Taula 1. Nombre total de subjectes utilitzats en I'’experiment 1 distribuits en cada grup experimental.

El procediment va consistir en I'aplicacié d’'una unica sessié d’EIC (Figura 1) de 20
minuts de durada i 100pA d’intensitat (grups NBM-I i NBM-24) immediatament abans de
I'entrenament de la TSPA. Els subjectes del grup control (Control-1 i Control-24) també es
collocaven a la gabia dEIC perd en cap moment rebien estimulacid eléctrica.
L’entrenament estava format per tres sessions d’interaccié social de 20 minuts de durada
cadascuna, en les quals el subjecte observador interaccionava amb un subjecte
demostrador que préviament havia menjat un aliment aromatitzat (cacau o canyella). Les
sessions d’interaccid social es realitzaven separades per periodes d'una hora i
immediatament després de la tercera interaccié (NBM-I i Control-I) o 24 hores més tard
(NBM-24 i Control-24) es realitzava el test de retencié (Figura 2). Durant el test, als
subjectes observadors se’ls hi presentaven dos pots de menjar, un pot contenia el menjar
aromatitzat que havien olorat dels demostradors (menjar entrenat) i l'altre pot contenia
menjar aromatitzat no familiar (menjar no entrenat) i se’ls permetia menjar lliurement durant
45 minuts. Finalitzat aquest periode, es calculava el percentatge de preferéncia pel menjar

entrenat: (consum de menjar entrenat/consum total) x 100.

La mesura del percentatge de preferéncia s’utilitza com a index d’aprenentatge i és,
per tant, la mesura principal. No obstant, vam considerar altres variables no cognitives que
es podrien haver vist afectades per 'EIC de I'NBM i que podrien haver influenciat els

nostres resultats. Per aquest motiu, vam enregistrar amb una camera de video el
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comportament dels subjectes durant les tres interaccions socials i posteriorment vam
visualitzar i analitzar diferents parametres que es produien durant la interaccié social. Els
comportaments que es van registrar van ser: niumero de vegades que el subjecte
observador olorava el musell, el cos i la zona anogenital del demostrador, aixi com els
episodis de neteja (groomings) de I'observador i de lluita entre el demostrador i
'observador. A més, per avaluar possibles efectes en el grau d’exploracié dels animals o
en el seu comportament motor, vam analitzar el nombre de vegades que els subjectes

pujaven amb les potes davanteres sobre els pots de menjar durant el test.

Per controlar [l'especificitat del tractament d’'EIC, es van realitzar analisis
complementaries comparant I'execucio en la TSPA dels subjectes experimentals estimulats
a 'NBM amb els subjectes que havien estat estimulats perd que no van formar part de
'analisi principal perque tenien I'eléctrode involuntariament implantat fora de I'NBM

(capsula interna, globus pal-lid lateral i nucli reticular talamic).

50 polsos [ 0.5 ms

1 TREN |
2 00 ms L
= 1000 ms =
E 1 P DURACIOPOLS  FREQUENCIA DE TREMS DURACIO TRENS  |NTEMSITAT
100 Hz 0.5 ms 1 Hz 500 ms 100 pA

(25 ms OM J 475 ms OFF)

Figura 1. Caracteristiques del corrent eléctric administrat durant el tractament d’EIC. El tractament
d’estimulacié va consistir en I'aplicacié de trens de polsos quadrats d’'1Hz de freqiéencia i 500ms de durada
cada tren. La freqliéncia de polsos va ser de 100 Hz i la durada de 0.5 ms. Per tant, en els 500 ms de durada
de cada tren, es van administrar 50 polsos de 0.5 ms que equival a 25 ms d’estimulacié eléctrica i 475 ms de
pausa a cada tren.
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EIC I&TERACCIO SOCIAL J TEST

-

30 min

Figura 2. Resum de les etapes de la tasca de transmissio social de preferéncia alimentaria.

1.2.2. Resum dels Resultats
Els principals resultats obtinguts en aquest experiment van ser els seglents:

= 'estimulacié de 'NBM va facilitar la retencié de la TSPA, mesurada per la
preferéncia pel menjar entrenat, independentment del moment en que es realitzava

el test (immediat o 24 hores).

= ’estimulacié de 'NBM, en canvi, no va afectar d’altres variables com la motivacio
pel consum d’aliment, canvis en la neofbdbia, ni cap dels parametres analitzats
durant les interaccions (numero de vegades que el demostrador olora el musell, cos
i zona anogenital del demostrador, numero de groomings o episodis de lluita) ni

durant el test (activitat exploratoria).

= Els subjectes que van ser estimulats fora de 'NBM no van mostrar un augment de
la preferéncia pel menjar entrenat respecte els subjectes controls, en canvi, si que
es van diferenciar significativament dels subjectes que van rebre I'estimulacié en
I'NBM.

Aquests resultats mostren que I'EIC de I'NBM aplicada preentrenament facilita
I'adquisicié de la TSPA, una tasca de memoria relacional d’associacié de dues olors. A
meés, no sembla probable que la millora observada en la TSPA sigui deguda a factors
secundaris com |la motivacié pel menjar, la neofobia o I'exploracio ja que aquestes variables

no s’han vist afectades pel tractament d’estimulacié.
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Aquestes dades amplien els resultats previs obtinguts en el nostre laboratori que
mostraven que I'EIC de I'NBM facilita I'adquisicié d’'una tasca implicita d’'EV2 (Montero-
Pastor i col., 2004), alhora que sén consistents amb altres estudis que mostraven que les
cél-lules colinérgiques de 'NBM soén necessaries per I'adquisicié i la formacié de memoria
de la TSPA (Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-Martinez i col., 2002a).
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1.3. Experiment 2

1.3.1. Objectius i Procediment

= Avaluar els efectes de 'EIC de 'NBM en I'activacié de diferents regions corticals

i subcorticals mitjangat I'analisi de I'expressié de la proteina c-Fos.

Per aconseguir aquest objectiu, vam utilitzar 25 subjectes que vam distribuir

aleatdriament en els seguents grups experimentals:

EIC _

(estimulaci6 a 'NBM) n=12 (NBM)
CONTROL

(eléctrode implantat a 'NBM, sense n=8

estimulacio)

SHAM

(procediment quirurgic sense n=5
electrode)

n=13 (Control)

Taula 2. Nombre total de subjectes utilitzats en I'’experiment 2 distribuits en cada grup experimental.

El procediment consistia en l'aplicacié d’una unica sessido d’EIC de 20 minuts de
durada i 100 pA d’intensitat (grup NBM) de caracteristiques idéntiques a les utilitzades en
I'experiment 1. Els subjectes del grup control (Control i Sham) també es col-locaven a la
gabia d’EIC perd en cap moment rebien estimulacié eléctrica. Dues hores després de la
sessio d’estimulacio, els subjectes eren sacrificats i perfusionats per tal d’extreure’n els
cervells. Posteriorment, s’obtenien seccions coronals de 25um representatives de tot el
cervell en les quals es realitzava una técnica immunohistoquimica per la deteccio de c-Fos.
L’expressié de c-Fos es va estudiar en regions cerebrals implicades en la TSPA com la
formacio hipocampal (CA dorsal i ventral, gir dentat (GD) dorsal i ventral i subicle ventral) i
el cortex OFC (orbital ventrolateral (VLO) i orbitofrontal lateral (LO)). A més, es van
seleccionar regions adicionals com altres regions prefrontals (cortex prelimbic (PL) i
infralimbic (IL)) i 'amigdala basolateral (ABL) pel fet de ser importants dianes de projeccios
des de 'NBM (Figura 3). Aquestes arees es fotografiaven amb una camera digital acoblada
al microscopi per tal de fer-ne I'analisi. La quantificacié dels nuclis positius per c-Fos es va
realitzar mitjancant el programa Image Processing and Analysis in Java 1.33 (Image J, NIH,

disponible a http://rsb.info.nih.gov/ij/ ). Totes les regions cerebrals es van analitzar de

manera bilateral per cada subjecte en tres seccions per cada area per tal d’obtenir la

mitjana de nuclis positius per c-fos/mm? pels hemisferis ipsi i contralateral a 'eléctrode.

Igual que en I'experiment 1, es van realitzar analisis complementaries comparant

I'expressio de c-Fos dels subjectes experimentals amb els subjectes que van ser estimulats
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perd que no van formar part de I'analisi principal perqué tenien I'eléctrode involuntariament

implantat fora de 'NBM (capsula interna, globus pal-lid lateral i nucli reticular talamic).

dCA
2 \dCAZCAS oe
ﬁdﬂ‘\ﬂc o
PL) = () Pg}nt;" s =y
I o olke VeAz.CcAZ
S - T e |
0 : o 4
uf vEubicylum
'y BLA L B ao
. = yDi%
Bregma 3.20mm Bregma -2,12mm Bregma -3 B0mm Bregma -3 53mm Bragma -5.E0mm

Figura 3. Representacié de les arees analitzades. Prelimbic (PL), infralimbic (IL), cortex orbital ventrolateral
(VLO), orbitofrontal lateral (LO), amigdala basolateral (BLA), regions hipocampals: CA1 dorsal (dCA1), CA2-
CA3 dorsal (dCA2-CA3), gir dentat dorsal (dGD), CA2-CA3 ventral (vCA2-CA3), gir dentat ventral (vGD) i
subicle ventral (vSubiculum).

1.3.2. Resum dels Resultats
Els principals resultats obtinguts en aquest experiment sén els seglents:

» |’estimulacié de 'NBM va provocar un augment de I'expressio de c-Fos bilateral
en regions prefrontals com el cortex orbitofrontal (VLO i LO), PL i IL i en algunes
regions hipocampals com CA dorsal i GD ventral. En canvi, no es van observar
diferéncies entre grups en I'expressio de c-Fos a ABL, al GD dorsal, a CA ventral ni

al subicle ventral.

» Els subjectes que van ser estimulats fora de 'NBM no van mostrar diferencies
respecte els subjectes control en I'expressié de c-Fos en cap de les regions
estudiades. A més, es van observar diferéncies entre les rates estimulades dins i
fora de I'NBM en les regions on s’havien trobat diferéncies entre els subjectes

controls i estimulat en 'NBM.

Aquests resultats mostren que I'EIC de 'NBM augmenta I'expressié de c-Fos en el
cortex prefrontal i en algunes regions hipocampals que s’han mostrat rellevants per la
memoria associativa d’olors (Ross i Eichenbaum, 2006; Ross i col., 2005). Per tant, sembla
que la contribuci6 de 'NBM a la TSPA podria estar mitjangada per la modulacié de

I'activitat d’aquestes arees.
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Effects of nucleus basalis magnocellularis
stimulation on a socially transmitted food
preference and c-Fos expression

Muria Boix-Trelis, Anna Vale-Martinez,' Gemma Guillazo-Blanch,
David Costa-Miserachs, and Margarita Marti-Nicolovius

Departament de Psicobiologr | Melodologle de les Céncles de ko Safluf Institut de Newrocignoes, Universital Autonoma
de Barcelor, Barcelona 08193, Spain

Experiment | examined the effects of elecrrical stimularion of nuclews basalis magnocellularls [MBM) on a relatlonal
odorauociation task—the social rransmission of food preference [STFP) Rats were stimulated unilaterally in the
MBM for 20 min (00 pA, | Hi) immediately before the secial wraining. They were tested on thelr abilicy o
remember préference for the wrained food either immediaely or fellowing a 24-h delay. Stimulation of NBEM
improved retention regardies of delay, and additional behavioral measures [social interaction, motor activity, or
exploration) did not account for such effects. Experiment 2 investigated brain reglons activated after NBM elecerical
stimulation by examining the nduction of cFos. This treatment led to bilateral increased cFos expression in
prefroncal reglons, such as orblrofroncal, prelimblc, and Infralimbic cortlces, and some hippocampal subregions
[dorsal CA and ventral dentate gyrus). In contrast, no differences between groups in o-Fos expression were found in
basolateral amygdala, dorsil dentate gyrus, wentral CA, or ventral subboulum, Present findings indicate that
pretraining MBM ebectrical stimulation facilitates the acquisiion of STFP, supporting a role of NBM in the early
stxges of memory formation, and seggest thar the treamment might cawse such effects by inducing neural changes,

related to tramcription factors such as o-Fos, In the prefrontal cortex or the hippocampal formatkon,

Thie mucleas basalis magnocel hularis (NEM) of the banal fordhain
provides the major chadinergic innervation 1o the prefronal,
frodital, and parictal areas of the cerelsral cortes Qobinston o al,
1973 Lefumann et al. 1980; Wenk et al. 1980k Aosulam et al.
198E; Woolf et al. 1983; Cosamenti et al. 1986; Kwrosawa e al.
1895 anad also sends extensive projections o the amvgdala
ihlesulam et al. 19831, NBM neurons serve an impsotant function
in the modulation of cognitive processis {(Everitt and Bobbins
1T Wenk 1997 MoGaughy et al. 2000 Gold 2000; Sarter et al.
DLy, Mewmerous stuilies propose 8 well-cstablished role of the
WBM, especially it cholinergic cells, in certain attentional pro-
cevs (Chiba ef al. 1995 Baxter and Chiba 1999 Baxter ¢f al
PR3 Gl et al. NEHE Himemelbebar et al. 20000 ; Sarter et al. 206060
MotGaughy et al. 2002; Lehmann et al. X03). There s also grows
ing eviidence that implicates the cholinerglc NEM b cognitive
functiogrs that may Ise categorized as moomonic | Berger-Swocney
et al, 200K Linster et al. 2001; Vale-Martinez ot al. 2002; Bailey et
al. 2000%; Bun et al. 2008; Chudasama et al. 2004 Ridley et al,
H0A; Winters and Bussey 20050, supporting fimdings from indiial
siuclies that shwawed NEM contribution to learning and memody,
However, carly experiments predominantly evaluated the effects
of |1|1n'|.pn:||f|r lestoaws i the MEM, which damaged cholinergic
and noncholinergic neurons, on spatial msks je.g., Wenk o1 al,
195%; Lagghals et al, 1993),

The involvement af MEM in leaming ansd memory may pos-
shly b linked to ity mole in the maculation of cortical activity
iDhetari 200Kk Duspue et al. MW Semba 2060 and certain {onms
of synaptic Fll.ul:h.iq.- {Fasmanson 20000 Verdier and Dovloes 2001
Weinberger 20035 This relationship has been traditionally bves-
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tigated by liskon studies) cholinergic WNEM beshoars diminishisd
demdrivke morphology i the cormex (Works e al. 2004) amd dis-
J'I.I|5'Il.'d seoganiation of contical seisotimotor Fepreseritdtions,
thus impairing mator leaming (Conner of al. 2003). Neverthe-
less, kn recenit vears, electrical stHmulation of NEM has become
rogressively meore helpiul a3 a method for investigating the
functional involvement of this nucleus in leaming prooesses
{Shang et al. NN Miasnikov et al. 2006). Stimulation of the
NEM produces 3 widespread activation of the cortex (Casamenti
ot al, 1986; Bumaki et o, 1988 Kurosaws et al, 1980 Metheiate
and Ashe 1991; Metherate ot al. 1992 limenee-Capdeville et al.
1997 Kasrmusson 2008 Mollin D et al. 20602 that cosrelates with
etthanced sensory procesdng (Bringmann and Klingberg 1990
Hars #t al. 1993; Edeline et al. 1994; Mercado et al. 2000 . Far-
thermaore, electrophysiological studies have shown thar NEM
electrical simulation enhances leamming-induced eeceptive feld
plasticity in the comex, which may be reganded s a basks for the
formation of specific memory traces (lakin and Weinberger
1994: Bpoedahl et al. 1998: Kilgard and Merzenbch 1998; Dimyan
atid Weinbserger 1999, Kilgard et al. 2000 Miasnikov et al. 2000
Weinberger 2003, 2H; Pandya et al. 20005; Miasnikov et al
20HM).

Mevertheless, grester knowledge of Toth behavioral effects
oan bearning tasks and molecular consequences of NEM electrical
stimulation iy fecded. Some of e fow stadies thay have ad-
ilressied thve First issae have reported that electrical stimulation of
the NBA paired with a tone indoces the formation of specific
asaciative memaory, meawred by changes in bieart rate and res-
peeation (Mclin HI et al, 20025 that can develop mpldly (Miasn-
kow et al X06), Pretraining NEM stimulabon has also besn
shown o miodulate perdonmance in the acquisition of an implicit
leatning task, facilitating pwo-way active avoidanoe conadithoning
{lontero-Fastor et al. 20044 As for molecular charges induced
by WM stimulation, there iy only one carlier study that has
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oharacterised the induction of o-fes mENA following NEM stimu-
laghoun, albeedt inm response bo o unilateral kainage injection oto the
NEM (Woodl and de Belleroche 19915 The immediate early gene
e<fim i believed to be an indicator of neural acivation Involved
in chamges (o cellulsr funaioning linked to plasticity (Herera
aind Hobertson 1996 Hetdegen aind Leah 19985, The cellulsr net-
works umiberlying the elfects of NEM elearical sumalaion on
Teticriior amd plasticiey’ could therclore be ajypraised by examin-
ing il expaession of the o-Fos protein,

For further lisskght imto thhe offects of NBM stimulation, we
warriesd ot pve experiments. Experiment 1 evaluaiesd the effocis
of WEM electrical stimublation on sociall transamisaiomn of foosd peed-
erence (STFP) and Experiment 2 assssed o-Fos expreasion o
Identily brain regions activated by NBM stimulation trestment.
The STFF is based on a task developed by Galef Jr. (Galed 1. and
Wigmore 1983) that includes social interaction between “dem-
ewstrator” (conspeific that has pecently eaten osborized Tood)
amid “observer” animals, During this interaction, the olserocrs
(et it association between the oo oslos aned 8 cofstitueit of
the demonstrator’s breath—carbon disulfide (Galef e et al.

Figure 1. (4] Photomicrograph of AChE staming al the bevel of 1he NBM smea (AF, 0.92-
1,30 mm pasterior Lo bregma) ihowing the electrode rack of 4 repesientative subject
{8,C) Electrode tip placements (black dots) for stimulated and conlrol rals throughout the
rotrab-canndal extent of the NBM (from 092 bo 1,80 mem poslerion 1o bregma) in expers-
manils | (§) ard 2 (T Reprinted with permission fnom Elsevier © 1997, Pasinos and Watson
(V997), i, intermald capiule; Gp, globui pallidun MBA, nuclew bakali imag

reticular thalamss mecleus.
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1WA —and in a subseguent test they will choose o sat mese af
the food previously eaten by the demonstrator in preference to
amrthver fooud (Galef Jro ot ol 19855, STFP is thus a wscial memory
paradigm that involves a natural odor-odor assoclatbon, sequir-
g rads bo use information obtalned o one episode of scial
iirteraction o gide lster behovios in different circumstances
trom the ofightial karning. This flesible memory eXpression is a
by feature of relational memon (Bunsey' and Blchenbaam 1995;
Elchenbaum 19959 Abvarez et al, 20001 The integeity of the hip-
pocampis and felated aneas i necessany Tod expression ol the
sochally wransminied oador assaciation (Winosour 190 Bunsey asel
Eichenbaum 1995; Kogan ef al, 1997; Mayveux-Tortas of ol 2000
Rampon et al. 20 Alvarez et al. 2000 Winoowr of al. 2001;
Clark <t al. 2002; Foberts and Shapiro 202; Brightwell ot al.
2005, Countryman el al. 20kSa; Ross and Eichenbaum 2006).
Moreover, wveral studies show that STFP leaming b sensitive bo
selective chalinergic NIM damage (Berger-Sweeney of al, JINKE
Vale-Maminez et al. 2002y, suggesting a critheal role of NBM neu-
rols b0 acquikition ancd early codisolidation of the task. Some of
the MNEM terminal felds in the neocortex are abo involved in
STH' acyubsivion, such as frontal (Winocur amsd
Moscovitch 199 and orbitafrontal (OFC) cortices
(Ross et al, 005, In Experiment 2, we stdied the
expression of the o-Fos protein o determine
whwether o sngle session of MM electrical stimm-
lation induces molecular changes in brain regions
imvolved in 5TFP, such as hippocampal foomation
(A, dentate gyvrus, ancd subdculum) or OFC. Adali-
thomal regions, such as other prefrontal regions
(prelimbic [PL] and infralimbsc [IL] comices) amd
the basolateral complex of the amygdala (LA,
were analyzed as thoey are Emportant targets of peo-
jections arising from NEM (Mesulam et al, 1981
and stwnw changes o c-Fos expression after olfac-
tory associative learming (Tronel and Sars 20407),

I shvare, in the peesent study, we vestigated
{13 e effeats of pretraining XEM eleveeical stim-
lation on preference for the trained foosd anad other
variables invedved lna STFP task, a1 two netention
delays (immediate and 24 hi in separate groaps,
and (2) the effecty of the same stbmulation treat-
ment ofy the sctivation of different cortical amd
subirtical feghons.

Resulis

Experiment |

Histelogy
At the end of the experiment, all obseroer rats
were vulijecied (o histological verification of elec-
teowde placemients, For the final sample we only
considened rats with their electrode tips i the
MM witkin the area demmarcated by caudal ghobms
pallishus and adjacent internal caprada (Fig 14).
Specifically, the electrodes were besated along it
ferent brain coondinates from 092 o 18D mm
pestetior to beegma (Fig. 1 acconding 1o 1he ste-
reotaxic atlas (Paxinos and Watson 1997, Conteol
(= 4} ancd stimulated o = 20) subjects with the
clectmoade unintentionaslby implanted oatside NEAM
{inernal capaube, lateral globws pallidus, or reticu-
lar thalamie miscleus) were it (ncluded b the
maln analyses, altlough e pl.':hlrlluml' of rats
imulated oursdde the NEM was compared with

Ihlare: R,
that of MBk-stimalaed and controls im o supple-
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Retertion Inferval
Fgure 2. Percentage of cued food selected, expressed as the mean
petcentage (= SEM] ol the total amount of oo comamed, al the two
rebentiom intervih in separate grougs. MER-stimulated rat shaw betier
performunce than controb independently of delay, although the en-
hancemsrl wa more ked 0 ik immaediate relenlion than in ke
24:h retention.

Irmsmisdiabe

maenial analysks. Thas, the final sample was made up of 57 s
distributed into the following groups according 1o treatment
(NEM stimulation or comtrol) and test delay timmediate or 24 hjc
NEM (n o= 15}, Control-l ne 14), NEM-24 (0 = 140 and Contmd-
24 in = 14

Betwrvioral tenieg
After NEM electrical stimulation, sabjects were exposad to diem-
onstrator rats and promnpily fested for food preferences edther
Iimmediately (NEM-1 and Cosstrol-1) or 24 h later (INBM-24 anad
Coptrl-24), Regarding the percentage of cued food eaten ipref-
erence For the trained food), two outliens were excluded from the
main analyses g = Qb ez O CHHN] By = T1L.AT; < (iEH] )
The preference for the trained food was above chance in all
growps (ML £ = 1505 P <o), Controdl: f 4 = 235;
=035, NEM-24: 6= 1264 < 00000, and Control-24:
0= 535 P < 0UKHH ), Indicating that conirol and stmulaied
rats bearn the task (Fig. 21, Animals learn the task equally negard-
Buss ol gl cued food sinee there were no differences in the peef-
etenoe {or the foosl cued 1o cooona o cinnamon (F), = 3.01;
"= (LDEY), and the interactions between Coed Food and Treat-
ment, and Cued Food and Delay were alse not statistically sig-
nlfbcant (Fp g = 123 P e 0274, Fjy o) = A5 1 = 0,304), Impor-
tantly, General Linear Model (GLM) analyses revealed a main
elfect of Teeatment (F, o, = 763 "= 008, bug sot Delay
iFj oy =065 P=0A423) or imteraction ebects (Fy, o= 1.25;
e 0268 (Fg. Z) Results indicated that NEM-stimulated rats
showed o stronger prelerence for the trained food than control
rats, which way mre evident in the immediate memory test.

T contred for locabization of the stimulation effect on the
peederence For the tralned food, we also analyeed periommance of
rads with stlmulation ebectrondes ouishle the MEM. This analysis
demonsirated statistically significant differences im the prefer-
ey lor the cued Poodd when compared with rats stimulated in
il NEM §F), o = 827 e 0ANGD and o differenoes betiveen
rats stimulated owtsbde the NEM and contmols H—'“ = 0 2
¥ = (L60FF

I asdadition to preference for the owed Fomd, otier variables
e alser coisbilered, The total food consumed during retention
ftests was analyzed inoall geoups (Fg. 3) showing no statistically
significant effects of Treatment (Fjy o = 1.52; e 0223), Deday
H-'l. wip = OL5K: "= 0452, ur]nh-:.n-tlnn.i!—'l. ™ Al "= 0587,
which demonstrated that NBM stimulation does not affect
miotivaticn 1o food consempion. To detesmine whethet XEM
treatment produced changes in neopliolda, regular grounsd foosd

waben during habituatbon and flevored Tood (Sew Food ) eaten dh-
ing tests were compared, There wete no statistically skgnifscant
elfects of Food (Fj, o= L4741 = 0.2300, Treatimend (£, 5, = 0.345;
= L5590 od bivleraction (Fj o= 2196; = 0L145], suggesting
that the pattern of commumption of bath foods was comparable
between NEM-atimulated amd controd rats

I oeder 1o mule out effecs on other variables that might
have atfected performandce in STHY, measunes of social inferaction
were included, A sampde of rats Trom esch group was included in
these adaditional analyses reganding social interaction and explos-
ative behavior as teconlings of some subjeces during the social
imteractions and the test session weee defective. Pearson cormela-
ticwy analyses showesd that none of the micasres of social inter-
actlon coreelated significantly with the peroent of cued food
waten (Tabde 1) As for differences Betwen stimulated anst con-
teol rats, Gl showed thar Treaemvent did nos adfect any of these
measiipes imuzele: o= L0 = 00004, body: £y = 00V
P = 00E, amogenital: Fi g = 053 e 00308). The analysds of
social inberaction evolution throughout the three sessions dem.
ansirated a downwasd lineal trend in the mumber of sniffs of the
demensirator's mueele (F, oo o= HL 08 I 000005, body
Fpy = TATT P 000600 ), anwd anogenital reglon by the obsery-
o8 A F |y gp) = 45,65 e 00000, as well 35 a quadmtic teend in the
wcase of muzele (F), o= 764 P 00060 and Doy 0F), o = 626
1= 01T Thew deswending patterns were similar between
groupr in all cases, CAler variables analyeed during the interac-
tioew were self-grooming and fighting bouts, swwhich were not af-
focted by Treatmwnt (Fjy g = 3840 P = 0058, and Fi; o) = (44
Pm 0500 Finally, jar climb data shony thar stimulaged and
control s investigated boils food jars 1o 8 similar degree
(F}) gq = TLESS; P m DLA08), although stimulated rats ste & greater
anount from the jaf comntaining the cued food. This indicated
that WEM stimulation did noet affect explosation or mobor activ-
Ity

Experiment 2

After histological verificathon of electrode placements (ACHE his
tochemistry), the final sample was made up of 12 NBEM-
stimulated rats, eight control ats (with dectrode b the NBM),
and five sham pots (without electrodes). Rats implanted in the
WM fstimulated andd controls) swawed electpode tip placements
similar to those described B Experiment 1 iFg 10 As in Ex-
periment 1, comtrol (no= 55 ancd stimalatedd {m = 7h subjects wiith
the ebectrode outside the NBEM were excluded from the main
analyses, but data from stimulated rats were considered o con-
tral for the treatment specificity.
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FAgure B Total weight ol lood eaten (= SEM) at the two retention
interyak, The NBME-sUsmalited saty sle e same armount of faed o con-
trods in both the immeduate and 2d-h bets.
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Talsle 1. Correlation anakus of measures of woclal interaction and ced-fcod comumption

Carrelation between behavior
Soxial interaction sesion and gued-lood camumplion
Behavior Lt Znad b Global mean F P
Snifly ol demonsbrator’s muzzle 2274 = 694 1636 = 700 14.7% = &11 8112 = 1304 oLIm 0,402
Snilh. ol dermonstrator’s. body Mgd » 758 1592 = T8 ML) = 555 5300 = 1542 0155 0.5
$nill o demonstrator’s anogenital fegion 17,94 = B57 1362 = 505 2013 = 582 4AD58 = MLOT 0057 0729
Sall-gresoming bouts 085 = 1.08 54 = 073 048 = 0.73 .74 = 1,63 o1r3 0,291
Fighting bouts 000 = 078 18 = 068 013 = G40 Db = 1,43 0054 0589

Abean = S0 of behiaviorn scored dureng the first 10 min of the thres mteractions and global mean + S0 of the theee iMeractions. Corelstion anakesks
ol The behaviors scored during the three interactions and the amoml ol cued food eaten during Lhe tesl. Mone of the behirdons in The inleraction

adidborrh codrelitod jgrticanthy vkl the amcuil ol Cued Jood BElEn

To imvestigate whether prefrontal comtes, hippocampal e
gions, and basolateral amygdala (RLA) were activated after NI
electrical stimrulation treatment, we analveed cFos bmmuorne-
labeling in these brain regloas (Fig, 4; Table 21 lmmunoreactive
cells exhibited o dark nucleus i neurenal moclei expressed

chearly upon the surrounding background tivsue. Ay there were

e statistically significant differences between control and sham
groups in c-Fos expression in any of the studied brain regions (all
Povalues = 0_204 ), except in infralimbic cortex (11 |1I|, = 019
= B2 1. their data wete combimed bnto a single control group,

CONTROL

dCAZ-CAD

FL L VLo Lo BLA

For IL, inter-group comparisam wene carmed out between NEM-
stimulated and control ats

A fowr prefrondal cortex, there were abundant Fos-labefed
orlls in ventrolateral oebital cortex (VILY, where we olnerved a
signilicant main effect of the teeatment (F g, = 21.60;
Pz (UMK, but not hemisphens (F) o = 0079 P e D382, or in
teraction betweer these o actor (R, 5 = OU1E; "= 067 1) The
samie pattern of results was found in lateral orbltofrontal cortex
(LCH AF g = D0 P O0D0], Figag= 181 P92, and
Fij sy =00 P= 0338, The analysis of peclimbic corex ('L

vCAZ-CAD

Fligure 4. Fepresentalive photomicrographa of o-Fos immunostaining of control and stimulated rats in prefrontal areas: prefimbic (PL), infralimibic (IL),
wentrolateral orbitsl (VL0), lateral orbtofrontal (LOY. basolateral armgdala (BLAY, and hippocampis sublieldy domal CAY {dCAT), doral CA-CAL
(CAZ-CAN), dorsal dentale gynus (dDG], vendral CA2-CAT (wOA2-CAT), ventral dentale gyna (WDG), and ventral wubdcubsm (vsubloalam). KEM.
atiirnilated rata had fcde Sirmanolabeted cell than contiol fats in all the prelrontal aredd, dorsal CA, @nd wendrall D
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alsor revealed a statistically signiiicant treatment effect
1F|,_u| & 1693 PcOUNHN]), But ot I'IEITIl'Ith‘EI'L" 1F"__._q| =420,
P =53}, or Interaction (F gq = 240; P= 01350 In the 1L we
also detected a significant treatment effect (F), o = 7.861;
Pa 2y but not Bemmispheee (Fy yq) = 0.000 P = D996}, or in-
teraction {F, . = 2.54% = (L1 28],

Sthmulated rats also exhibited a significantly higher mumber
of cefoslabebed cells compared with control rams i the dogsal
hippocainpiis: AL AF), - = 7855 P= 0010} and JCA2-CAT
A ey = 5.06; = 0.033), amd the ventral dentate gyras ivDGE
iFjy sy = 677 7 = O,007). Thesi effects were always inmespective of
the hemisphere jall Fvalues < 344; all Paalues > LOT8), and,
alihough no Interactions between treatment and hemisphere
were Foand in dUAZ-CAL, vDG jall Fyalues < 000400 ; all
FPovalues = 0098), il interaction was statistically significant in
oAl IFI,_.“| & 5,47 e U02E). Hovwever, MEM stimualation treat-
megt did mot increase the mumber of foslabeled oelly in the ven-
tral CA2-CAR iF, o = 3637 P= 00K, the ventral subloulum
iFiy 20 = 206 Paiil5e), or the dorsal MG (Fj g = 00163;
F =690, We found mo statistical dilterences regarding hemi-
sphoere (all Fovalues < 2.383; all Povalues = 00037} or interac-
tions between treatment and hemisphere (all Fvalues < 204; all
Povalues = 0,167,

HLA showed 3 masdest pumber of immunotescive cells in
Both stimulated aned conteol animals, and no significan ditfer-
ences were found between groups (F 5, = 3019 = LOBK), ne-
ganling hemisphere (Fpy o = (el ] = 0452 or interaction
iﬂ; e 2400 P 135,

As b Experiment 1. the analysis of rots stimulated out-
slde thie NBM showed o differences with the control rats in
any of the reglons studied (VLO: Fy 0 = 0014 P D712, L0k
Fyyarg = 4067 P o 00054, PL: Fyy o = 0507 P w 0484, 1L
Frya = 000 P=0936, dCAT Fy =002 P=0727, dCA2-
CAY: Fpy gy = 05 P = 0831, dDG: Fyy o o= 2815 P 20,104,
VEAZ-CAS: By g =030 P = 0589, venteal DG Fp = 0013
P a7 26, veniral sublcubwm: F||;r s 01 Mf=0.742 angd BLA:
Fi_sag = 1004, 1" = DLA4RL. Moreover, there were statistically signifi-
cant diffevences between mts stimulated outshde and inside the
MEHM i the segions whene differencoes between conteel amd SBEA-
stimilated rats wene detected (VLK Fy o= 14.92; F= 000N, LOE
Fiugoy = 3218 P < 00000, Plo Fj o = 6.65; F = 0005, L
Fyy sy = Al 1w U005, dorsal CAL Fy v = BO7; P = 0008, dor-
sl CAZ-CAS: By o= 4062 P= 00400, In ventral CAZ-CAD, sig-
nificant differenoes were alao fevealod between the teo st
latwx] growups (F)y sq = 474, = 00383, & tendendy o statistically
significant dlrilmm:n was found in dorsal DG '-F|:| ) = 412
P (00526 and vestral DG (R gr) = 582 P 000620, anad no sig-
nificant differences. were detected In the veniral Subiculum
1Fjq puy = 095, 7= 0,339) o BLA (Fyy g = 3171 P = 00860,

It alwsrt, BIEM-stirmilated sats shoved mote immmiisolabeled
cells tham control rats inall thie prefroneal cortical areas amd some
hippocampal subregions (doral CA and ventral TeG), irrespective
of il Bemisphers, In comtrast, o sdifferences etween groups in
Fors expression wete found in BLA. dorsal DHG, vemviral CA and
veniral subioulum.

Discussion

Present ehavioral resulis imsbicate that pretraining stimulation
of the NBEM facilitates STFP, a relational odor-odor assowiation
task. The treatment imiproved the ST retention regardlens. of
when the st was conducied, either immediately or 24 h after
tralning. I b unlikedy thai the observed improvement i STFP is
sccondary 1o performance factors such as (e amownt of social
interaction, motivation to e, or changes in meophobia or ex-
r.!'lr_ln'tlm, sinoe none of these variables was affected by the

stimulation treatment. Results of Experiment 2 indicated that
electrical stimulation of the MM led o bilateral incressed cFoa
expresston in prefrontal reglons, such as OFC, PL, and 1L, and
somee hippocampal subsegions,

Current findings expand on previous data showing that
WHM electrical stimubation mproves aoguisition of an implicit
two=way active avoldamnce sk (Mosibero=Fastor et al. 2004), Chur
results age also consistent with others previously repomed dem-
onistrating that the cholipengic cells of NBM are involved by ac-
apurisitiom and memoey fommation of STFP (Berger-Sweeney et al.
MWy Vale-Martines et al. 20025 There are decd maose studies
suggesting a role of NBM in leaming and memwory processes. For
Instance, NEM leslons affecied other tasks such as viswal discrimi-
nation leaming (Ridley ot al. 2008), learning set formation (Hai-
lew et al. 20063, and appetitive-to-aversive tranader learning i Buit
et al. 20003} Therelore, Lacilitation (n the acguisition of the STFP
might be assumed andl related to enhancaments in the stimulus
encoding oe the inltial fermation of the critical association be-
v e o signdficant stimull for the task (food oidor and odor
aff carbo disullichel. Although our pesalts might be Interpreted as
pinting tosward NEM stimulation-induced mprosvement in the
learning of information comncerning mt'l.a]l:,' transanitied p;t'Et'r-
cnces, o number of epons suggest that the NAIM may have an
important mwole in attentional processes. Tasks that place specific
demainds on aftention appear o be sensitive 1w NEM beslons,
mainly those aswessing operant measures of sustained attention
iMcGiaughy et al, 1996, HEE2; Robbins 2002), and alswo seledtive
atteniion tasks (Muir et al. 19921 or divided attenibon parsdigms
iTurchi amd Sarter 1997, Waite ot al. 1999, [n the oufrent fe-
seafcl, although we cannod distinguish attentional enhance-
mert from leaming enhancement, an interpretation purely de-
rived from attentional Eacilitation would not be appropriate dnoe
ST dioes not specifically tax atbention,

In view of thwe critical rode of the cholinergic sysem in
maslulation of ollfactory learming and social fecognition memory
(Roma et al. 20685 for review, see Vale-Martines et al. 2002), augs
maentation of cortical ACh h!- MNEM electrical seimulotion nuay Ini
an impoartant facior o wkberstand the present nesulis, Applica-
thorn o arprtimaal electebcal stimslation of NEM may provide spatial
andl temporal characteristios of ACh release that ame consistent
with the normal anatomy and phivaiology of the NEM choliner-
gh swstem (Rasmusson 20000 ard thus may focilitate cognitive
fuenction, Parameters used in the cerrent rewearch sre similar to
those wsed in ofver studdics inowhich NBM stimulation clicied
lagge inceeases in comical ALK release (Bavmasson 20000, conical
EEC asctivations (5o Lin I et al. 20002, 20603; Goalrmayo et al. 2613,
ansd cortical plasticity (Weinberger 20030, However, the activa-
tlom of othier nearonal populations (probably norsdoencegic
of GABAergicl may also comteibute 1o the effecrs found on
STFI" (Criend ef al. 20085 Manns et al. 2008, The functions of the
GARAergic oells, which appeear b work together with the NEM
chodinergic neuroas o produce cortical plasticiey (limenez-
Capdeville «f al, 1997 McKinoey ansd facksenville 20058, may
mexliote executive pipects of cognitive performanae (arter amal
Bruno 20602},

As for the molecular consequences of NEM electrical stimu-
lation, the treatment induosd inoneases in oo P expression in
prefrontal mgions, sech as OFC, PL, and 1L conices, and some
hippecampal reglons. (doesal CAL, CAZ-CAS, and ventral DO
Mevertheless, effects of NBM stimulation on o-Foes immumoneac-
Hvity were ot revealed in any other areas of the hippocampus
{veniral CA2=CAL, ventral sublowlum, and dorsal [N or the
BLA. Some of the reghons where activation was enhanced by
Wi stimulation coincide with conical and hippocampal arcas
activated in certain STFP phasis o with areas required for the
task.
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The arva demnonstrating a higher inceease in c-Fos expres-
showy after NAM stimadation s the OFC (VLO and Loy, which has
been implicated in edor-guided learming (Otto and Elchenbaum
15k Windahw et al, 199; Lipton et al, 1999; Roullet o1 al, 2005)
and specilically in STEP (Ross et al, 20058 Boss et al, (20005 pe-
positesl that cholinergic deatferentiation of OFC prioe to STFP
tralming impaired expression of the task testexd 2 d laker, support-
ing that ACh in the OFC may be esseiitial for the encasding of the
new information required for the task. [n that regeect, the OFC
has b s tas |:url|rip=l:1-.' in encisling the value of olfactony
stimubi (Schoenbaam et al. 1958 Saddoris et ol XS as it bes
longs to o network that imegrates stimulus significance anad other
types of informatben toslect appropriste behavioral pesponses.
Even so, it is also possibbe that the COFC leston in the Boss et al.
(20051 study camed impairment in STFP retrieval av a recent
stindy of o-fos expressbon reports that this cortex s activated In-
oreaskngly in sucoessive retrieval tests, dhiwing a trend towand
significant activarion 2 o after soquinition and a higher activation
during retrieval 21 d after (Ross aned Eichenbaum 20061 This
pattern of fimdings suggests that KEM stimulation may have fa-
cilitated STH (an oador-aodor association ok as it activated strac-
fwpes sanch as VL and Loy, exitically invedved in 3TFP acoquisition
andior retrieval,

CHher prefrontal subregions showing a lange number of lm-
munareactive cells following NEM clectrical stimulation are ML
and IL. One may conskder that PL-1L activatbon induced by NEM
stimulation prior 1o tralning might contribure to o better STFP
acupudsitlon, but 1L falled to show significan differences bebween
STFP-amained animals and controls in the number of cells express-
i =T a1 elifferent retrbeval tiaies (Ross and Eichenibasim 2006).
As for PL i s . Deeeny dibectly studiesd in relation e STEF, but
it has been shown that damage to the paratascioular nucleus,
which peojects to PL-L peevents STHP leamning (Cuifror-adilla
ot al. Mukap, The autlors interpret thelr pesalis in ihe contexst of
meclial prefmoatal comex dealferentintien bduced by the tlia-
lamiic lesdon. Moreowwer, PL s involved in working mermory, at-
tentional selectivity to relevant stimulus featunes during leam-
ing, amd participates in behavios flexibility (Dalley et al. 2004},
S of thise fugsctions ape shuared with the NEM (Chudasama «
al. 20, which, acting through this reglon, might improve pro-
oeuses such as behavior Rexibility, nocessary for the STFP. Stimu-
Ntk of the NBM could thesefoee enhanoe somme of the funciions
of the prefrontal coriex of, at least, those iwvoldving the integra-
tion of relationships hased on previous expertience, thus allowing
the expression of adaptative behavios i novel dreanstanges,

Chir data abso showed that MEM electrical stimulation, st
parameters enbancing STHY, caused inceeases in o-Fos expression
in coral CA and veroral DdG, bat ned in ventral CA, ventoal
subicubum, or doral DG, The observation of o-bo induction in
hipgescarmpal formation is mther unforesesn as 1t b an area not
directly supglied by cholinegle projections arsing from the
NEAL (Mesulam et al. 19810 Neverthebess, this is not the fst
Tepart m“'mﬂlng the hﬁﬂluﬁh of indirect connections be-
tween MHM and hippocampus. There §s evidence that BNEM le-
slofia caiwe peuiodegenerative changes of hippocampal mssy
fibers anad DG (Amenta ot al, 1991 Pasocka et ol 19951 and
inchease NADPH-dlapdyorase in the dorsal CAT-CAT fkelds of the
hippocasapus (habbatin et al. 1999 The data from presant re-
search are redevani in view of a previous stuldy showing increases
in c-Fos expacssbon fn the dossal CAZ and ventral DG following a
STER west deatried out 1.5 b alter training) of trained s in com-
parison with social « odor contral rats (Countryman et al.
20005b). The wemie study also showed greater o-Fos expression in
vendral PG in STEMtraimed rats compared with soclal<ontrols
Toklowing either scqudsdtion or o 2-d pecall test. The invelvement
of ventral hippocampus kn this task (s alse poimied out in another
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stusly showing ventral subdculum activation during setrieval
shartly after leamning and a decling in the level of activatbon at
succesalve thmes (Ross and Eichenbaum J6). In the current
experiment, although NEM-simulated rats showed moee imma-
noesictive cells in the ventrl sabicalam than commls, no -
tistically significant differences were found between groups. Nev-
ertheless, hippocampal-lesioned rats normally adcguire and
briedly petadin the food oder sssociation as demonsteated by fntact
meeimory nimediately after wscial training (Bumey and Eiclen-
bawm 19955, and it has been mruml ahust |I||'Ii"l|.1!l.'l|'|l.l].‘l] admin-
istration of oafs antisense impairs long-term STFF memony s
tested two weeks after training but leaves immediate memaory
imtact (Countryman e al, 200%a). Accordingly, increases in c-Fos
expresson i dorsal O or ventral DG oafter pretraindng N
stimulation might better socount {or 24-h rebention facilitation
as oppased to ihe greates immediate retentbon, which might be
btter explained by prefrontal sciivation, as discussal above,

HEM cloctrical stimulation did met alier o-Fos expesion in
the BLA even thougls XEM meurons prosvisde the major cholines-
g immervation to the amygdala (Mesulam et al. 19835, A factor
that may justify this unexpected result (s that the stimulaion
curfent imtensity and the specific pearonal population affected
by electnocdes in Uhese experiments ane nod the nost appoopeiate
for obtaining anivgdala activation. Farameters chosen in the pres
ent reseanch were dimilar o those from sudies in which NHM
stimulatbon elichiod large Increases in cortbcal sciivity (Rasmus-
som 200K, Conticopetal amd amygdalopetal neurons differ neu-
robiologically in some aspects, and it thus seems Ukely that they
may also differ in thedr nevrophysiology.

The wse af electrical stimulation does mt allow us to detes-
mulme whetler neuroial perikarya, axons of passage, of botli,
were stimulated. Neverthebess, the acourate electrode placement,
the relatively bow levels of curpent, the reglonal-specific effects in
o-Fos expression, and the similar resulis (in Experiments 1 and 2)
alrervest b rats stimalated in the vicinity of the NEM dml con-
trol rals suggest that stimulation is specific and reasonably well
confined o the MEM.

In MUITIENATY, CUTHEnNE datn show that pretraining WM elec-
trbcal stimulation facilits the acquisitlon of STRP, suggesting
that the treatment might Induce neural changes related $o tran-
scription facioes such as c-Fos, which may be relevand in acoount-
g for those effects bn soclally tramsmined peefesenos, Since
c-Fos expression was significantly increased following NEM
stimadation in prefrontal cortex amd some hippocarmpus reghoms
that have been sliown 1o be relevant for odog-associative memaory
i Ross et al. 20005; Roas and Elichenbaum 20061, NBM contribsition
o STFR may be medinted by these ngions,

Materials and Methods
Experiment |

Swhfects

Eighiby-one male Wistar rats (obtained from our laboratory breed-
ting stockh weighing 4194 g (SEM = 4.45) amd 98,22 (SEM = 0,74
davs old at the beginning of ihe uxgwlmml were sl an
olvserver sibpects. An sdlitional set of 58 juvenile Wistar male
rats (mean age = 3508 d, SEM = 0.92), weighing 164,19 g
ISEM = 5,43 a1 the beginning of the experiment, seeved as dem-
oitatga bod subjects, A separate wt of 30 male Wistar raks were wsed
as pilot sulsjects 1o test thwe innate predetonoe between different
oubot palns (oocoa=cinnamon, and anise-oreganad and showed
preference for anise versus oregano, but no distinet preference for
elther component of the pair 2% coooa=1"% cinmamon, This pilot
stucly conflemed that three social Inferactions with demonstrator
irimlt wiete necessary o show a gobust memaory for the ST
task.



MBM stimularion, STFP learning, and c-Fos expression

Throughout the experiment the observers were housed
simgly im0 22 = 22 = 14-cm plastic-bottomed cages withi saw-
dust bedding, and the demaonstrators in groaps of four in
A0 % 22« Id-con cages, malnialned on a 12 Hghtf12-h daek
cvele m o humidity- and emperature-controlled environment.
Sargery and behavieral testing were performed during the Hght
phase of the cyvdle. Rat-chow pellets (Fanlab 51, AtHb and water
Wi [Im'ldl:r.l adl libitum except during pretraining, training,
amd testing for the fask, Inosuch phases, the rats were subsmibtted
o i Posml pestriction sclwdule (five pelletsfday for observers and
four pelletsfday for demonstrators) o be maintained ot B3% of
basal besly welghe. The animals were weighed amd handbed for 5
min every day, depending on the prodedures they underwent.
E;tperlmmlt were camied out in accordance with the Furopean
Commmunity Conmcll Rrective for care and wse of [abormiony and-
mals (Bi'eFECC) and with Generalitat de Catalanya authori-
ration (DHOGE 2450 T8/ 1997, DARP protocol number 22650

Surgery

The observer animals were radomly assigned to ome of the fol-
lowing four groups: Two groups umderwent 0 rebento sessbon
immediately after learning (NBM-1 and Control-1), and gwo
groups o retention session 24 b after leaming (WNBM 24 and Cons
trid-24). Animals were anesthetised with Lp. Ketamine hyidos
chilogibe (Ketolar, 90 mgfkg: Faske-Davish and xylazin (Rempun,
& ma/kg Baver) and placed in o sereotaxic head holder II-'II::H
1504, Kol Insirumenats). The skull was exposed through o nidd-
line incision ancd beveled along the bregma-lambsda axis. Al e
rats were iImplanted in the right or left hemisphere, ina balanced
way for cach group, with one monopolar staindess sieel electrode
thiat was ebectrically imulated except for the tip ifastios One,
Bilaney; 150 pm in diameter). Sterecotasic coondinates were used:
Al = 110 mm from bregma; ML: = 28 mm from mbdline, and
I = 7. mim (o craniuem surface {Faxines and Watsen 1997},
T electeodis were soldened to o plastic cosiiwecton that was an-
clbored 1o the skull with jewcler screws amd dental cement (Ver-
tex seli-curing, Dentimex). The grounding electrode was a copper
wire | 200 pmi in ddameeter) with oo end wddered to the dlectrode
connector and the other to a screw. Bats (n control groups were
imiplariead in e NEM withiet a grounding clectroade, After sue-
gery, e skin was sutured and antiseptic was applicd { Topionic,
Almirall Prosbesfarma) to the suturesd area. Rats were returnisd to
their home cages aned allowed 10 d {4 d for recovery, 4 d for food
deprivation, and 2 d for sehabiieationd before beluvioral teaing.

Betvavioral apparseus

All observer habituation, training, and testing were conducted in
50 % 22 0 M-con plastic-bottomed cages with sawdust bedding,.
Habitsation and testing were carried out nting the animals
with a fecding tray ploced bn their cage. The tray consisted of a
Black Plexiglas base (21 = 21 conb with two adjacent plastic pots
fived omto the center of the base. The food was placed in two
glasa jars (130 mby sexured within each plastic pot. For the
demonstrators, habitustion and trining wene cared out
22 % 22 % 14-om plastic cages allowing thein fo exi from a glass
jar mrownted upon the center of a black Plexighas base (21 % 10
cm).

Habituadon to food ars

After 7 d ol food deprivation and prior b susgery, rabs were la-
Bitwated to exling plain gramd eat chow (Fanlab AL, AD G from
glass jars o minimine neophobia for 2 b oon tee ok day, 1 hothe
sepond akay, amd 45 min the third day, Duering the three habit-
ation sesslomns, the e weee presenvied with food cups in foeding
trays containing ground, unilavoessd il chow, The amount of
food caten was determined, and only rats eating at least 2 g of
food on the Last day were included in the stushy, Two ofserver rats
were excluded from the current experimaent based on this onlie-
rion. A similar peocedure was pepeated 7 d after surgery (two
45-min rehablieation sessions). Subsequently, animals were
food-leprived omoe again for 2 d before the training-testing ses
sioms began.

Intrecranial electricol stimulation fn the MEM

Immediately before training (o e STEP task, rats meceivied
a4 Memin stimulation session, during which they were frex
t maave, The teeatment was applied in & stimulation cage
(26,5 = 305 « 35 em) madde of Plexiglas, The chectrical curment
delivered by a stimulator (Model C5-20, Cilsertech consisted of
1-Hz sguare pulse trains of 300 msec. Each train contained 50
pulies of 05-msed duradion. Cumrent infensity was W pA Such
parameiers weee similar 1o those in odher studies reponing lange
inereases in ACH release (Rasmusson D00, cortical EEG activa-
tion (hdeLin 10 et al. 362, 3% Caolmayn of al. 20603), and fa-
cilitation of learning and mertiory (Montero-Pastor ef al. 20801,
2003, Thie animals’ behavior was monitored during the stima-
Raticay sessbony aned no striking alierations (e, agitation, mobor
sterentypesh went detedted. Contral rats wese plaoed in the same
cage bor 20 min with the electrod clip conmectod Ind weee never
stimulated.

STFP trainieg and hesting

Befowe training wan conducted, each mt in the stimulation amd
conted groups was sssignod randomly o be cued o one of the
o contporents of the odor pair. Bats were habiusted 1o e
training cage and room for 3 min immediately before stimulas
tion s training. Traindng to the task began when a demonstra-
o rat won albowed to car food owed w 2% cocoa (Cadbury Lid,)
o 1% cinnamon (Carmencital for 20 min, Demonstrator andmals
weete ofly wsed i they had caten 3t lease 1 g of Mavored chow dall
rats met thils criterion). Subsegquently, o demonstrator tat bad
st eaten flavoned dhan was placed into the observer's cage, The
twn rats were allowed bo nteract with no barriers for 20 min.
follenwing wihicls the demsonstrator swas rensoved. This procedure
was repeatidd twice at 1-h intervals, each time wsing a different
demonsirator whee had exten the same odorani.

Subjects were tested immediately (NBM-1 and Conteold-1
gromep) after the third fnteraciion oe 24 b afeer trabnbng (ELE-24
anpd Conteol-24 gronjn b, During testing, the olsetver fal was pre-
setited with two jars of food (one containing e cusd food and
the other the nonceed be, the distractor food ) with water avails
abde, The lecation of the trained odor ileft or righth was halomoed
actoss animals, The obwerves were allowed to eat for 45 min,
affer which basth foasl fars were removed amad weighed o deter-
makne the amoaunt of food eaten from each, A “preference soome”
ipercent of cucd food selected) for the trained odor (e.g., coooa)
was caloulated s folbeows: 100 % welghit of food cued on coooa
atenfweight of all food eaten. Subjects’ behavios during the
thirer social interactions and festing was recorded on a video
camera (Panssonic RX22 connected to 0 monitor, We scoeed the
s ber of flmes vach ohserver sniffed the murele, body, o ano-
genital region of the demaonstrator, o8 well as grooming and
fighting bowis. A “snill™ was defined as close orientation (<2 cm)
of the olserver's muede voward the demonstrator (Weenn et al.
20083, During the testing, we scored the number of tines the rat
lll'm ;lhwn'nl tr e on top of the jar with both (orepaws (jar
climbsi,

Histology

U'pony comgdetion of behavioml testing, ol observens were deeply
anesthetized with an overdose of sodium pentobarbital {Dobethal
Vetoquinal SA; 200 mplkg Lp-) and were periused ramscandially
with 100 ml 1 M plasphate-buifered saline (PESE followed
by 2530 mL 4% paraformaldelivde Do 001 M PES a1 a (ko rate of
401 /oo, Brains were post-fined in the peefusion solwtion for
2 h amd then avoprotected in a 309 sucrose PES solution for
48 h. Brains were sectioned ar 40 g thickness proximal to tiw
electrodde plocements on o orvostal (Cnvocet | with micro-
forre 2020 Refchen-Jungh, The sectlons were processed for ace-
tylchalineteraus (ACKE) histochemistry, essentially as described
eliewhere (Paxinds and Waksomy 19970, anad exomined under a
LTE e o 1I!F:.1nrul BX 41, Clympas Optbcal CO Ll To lo-
calize electrode placement inio the NBM, microphotographs
wete Laken (Olympus DT 70, Microscope Digital Camera, Clyin-
pus Liptical £0 Led. ) andd examined by two independent obsery.
(1)
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Flgure 5. Representation of the aress sampled. Prelimbic (PL), infralimbic {IL), ventrolsteral orbitsl (VLO), lateral orbitolrontsl (LO), basclatersl
amygdats (BLAY and hippocsmpus subfields: dorsal CA) [dCAT), domal CAZ-CAY (dCA2-CALY, dorsal dentate gy (dDG), ventral CAZ-CAY (vCAZ-
CA3], ventral dentate gymus (vDG) and wentral sublouhem. Beprinted with permission from Bleesier © 1997, Pasinos and Watson (1997)

Data aaciysis

Adiest analysis was performed using General Liseal Moded (6L
AR5 v 1 2 software, S5 Iberical, in which the factom were *Treat-
ment” (NBM or comtrolh, " Delay® limmiediate or 24 b, and = Food
Cued® jcocoa of cinnamon) and the dependent varable was
“Percent of Cued Food® {comskdered as the preferencel. As the
factor Food Cued was found not o be significant, the main
analyses wene performeed by means of GLM in which the factors
were Treatment, Delay and the dependent varialsle was Percen of
Cued Food. A trm-umﬁlr Ftest wan wsed o study the outhlers
from the sample, Another opesample ~test against @ constant
1500 was used for exch group todetenmine i the percent of cued
{owol waten was greader than the chance level (5006, To control
for ahe specificity of the stimulation, a GIM analysis was pee-
formead im which the factor was Teeatment (stimulated NBM, con-
ol stimulated cutside NBM) and the dependent variahle was
Percent of Cued Foud,

Additlenal analyses were carried ol to evalunte possible
changes indisced by the stimulation in other variables measured
during the social interactions and the tests, We analyzed the flmst
1tk min ol the three social interactions using the GLM for re
peated meastipes (three sexsions with cor -F-:H'rdiru: cantrasts, in
wiich the dependent varlables were “Sndifs of Demaiisizaton’s
Mlwerle,” *Snifts of Demaonstrator’s EI:HJF " “Sniffs of Demonstra-
tor's Anogenital Beglon,” “Seli-Grooming Howis,® and “Fighting
[ents. ™ Pearsion correlation and linear regression were performed
between these varlables and Percent of Cued Food, Reganling the
test, @ GILM for repested measures with comesponeding contrasts

Table 2. cFoi anatyswes

wias carfied out bo analyee neogliobia, with the dependent vari-
ables "Regular Food ™ {mean g of food eaten during two sesslons
of halsituation just prior 00 trainingd and “MNew Food “itotal food
waten during the testh. "Total Food Esten™ and ®lar Climba" were
analyzed in the same way o evaluate modivathon to eal amd ox-
plosration.

Experiment 2
Sublecrs

The subjicts were 37 nalve male Wistar rats obtained from our
laboratory brecding stock, with a4 mean age of 100,32 d
15EM = 145 and a mean weight of 44540 g (5EM = 4.18) at
the beginning of ithe experiment. The mis wene mainiained with
the same procedures as in Experiment 1, but were not food-
depeived,

Surgery and stfmufacion

Rats wene rmndomly distribated into three groups before suegery:
MEM (stimulated in the NEMY, control (with electode in the
MNEM, but not stimulated), amd shom {with surgical pﬂxmﬁmﬂ
st o ebecteodel. The rais underwend surgical and stimulation
peocedunes as described for Experiment 1.

Immunphivepchemisry

Twwea Bours alter & single 2min session of elecirical stismulation

in the MEM, all rats were anacsthetized o in Experiment 1. The

andmals were sacrifboed 2 h afver treatment as this delay coree-
spanads to the maximal c-Fos ex.
pression following a varbety of

stirmulation situations | Herrera and

Groups thtr;:jn{n 194 5). Thrdmi WeTE

Ly s Dramiscan 1.1"}' with

" N —-—la i i ey
MaCly and 250 mL of 4°C, 4% para-

Com o ! Comtr ‘ formaldehyde. Brains were l‘:?ll:l-

Prefromlal corical dmas mitged i the perfusion solution
e 22282 = 11268 156,46 = 10685 18736 = 8185 2009 = 643  overnight and then tramsderred 1o a
n 41994 = 12424 3I00.6] £ 7949 24293 = 9417 26301 = 9038 TN, sucroee protectant solu-
VLo 74509 + 15253 776,35 = 11738 S1626 = 15084 52708 = 11045 tjan for 48 h_nEaEm were froren
Lo 620,30 = 12504 AJ8.ER = 113,34 389 26 = 9748 44363 = 15577 with a CTYNRReR Spray {SHUR frevae,
Bascdateral a la M+ 35N 6466 = 3458 47,23 = 641 52,20 = 38.31 THS) and stesred at — S0P umti] they
Hippocangal subiegions were sectioned on a aryostat. Repre
CAl* 10961 & 71 BYAY = 4048 4163 & 3407 4454 = 3738 :f":::r;‘;m‘,“,:h”':“,_'ﬂf::“:n';‘:'m:
CAZ-CAL 7768 £ 384D TA4B x 2572 4768+ 367 aas7 = 3ea  AERERE TR RO AEC B
DG BBAY » 4693 B555 » 5091  TA46 - BE2 T4l = FLEZ O T b PR S
wamiral crvopreclant solution 4 cthyl-
CAZ-CA3 15855 £ 59.58 16691 = 5786 117.77 = S0B4 12639 = 5653 Cneglycol, 209 glyoerol in 0,25 mM
(Y 43051 + 8653 I94.98 = 13505 296.76 = 181.7) 23834 = 15541 phosphate bulfer at pH 7.3} unil
Suibsic ki 21258 = 9954 I7E.3B £ 8417 14248 = B507 14106 = 10474 Further pricesing. To evaluate cor-

Mean = S0 cell countslmem? ot c-Fen in standard ateas of the prefiontal eomes, smygdala, and deesal and
inclusdis rat wilh an electrode bist e timulsticn (eentral)
andd rals without an electiode (sham), except for IL (electiods contral anly),

P 0.05: Statistieally sigrificant dferences wete feund between NEM and control groups, regasdles of

wantral by | subfegion, Control

hemisphirs, a5 tested by GLML

CA, camiu armmani; DG, dentate gy L mfralimbse; LO, laberal orbitedrontal, MBM, nuclews baials

mugnecelilari: PL, prelimbic; VO, veniiolieral orbital
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rect electrsde implantation, sec-
tions proximal to the electrode
placements wete collected onto
sighes amd processed for ACHE his-
v B rudstey.

Fos immunohistochemistry
was perlormed on Aoating sections
under agitation. Endogenous per-



NEBM seimularion, STFP learning, and ¢-Fos expression

ogidase was blocked with a sodution ap 003 H 00, 0, 1% soddium
azide in porassium phmrm.m- balfer saline (0.2 b Mal, 43 mhl
Fﬂmﬂum phospliate, KPBS) and mnlg:-tﬂ!l-: binding was re-
duced by incubating with a blecking soluthon containing 0.4'H
Tritoss X-100 and 3% nonfat milk in KPES, Sectioin were inca-
hated | oa c=Fos rabbit pj}'d:rn.aﬂ pl‘-’rna:rr amtibosdy | 1500 Santa
Lz Blﬂﬂhndlq:ltl overnkght at 45 Subsequently, sections
were [ncubated in blotinylated goai andi-rabbie seoomdary anti-
blud'_l' 200 Sowsthern Biotechivology Assoc. for 1 B a1 foom
temperature. Finally, sections were processed with streptavidin
with horwradish peroxidase {140 Southern Biotech-
nebogy A for 1 b ak oo fem re, The c<Fos antibody-
roxlidase complex was reveal ng SN 31 -diamino-
mizidiive (Sigmal and AR Hd, in KPBS. Sections wene
mainited onto gelatin-coated slides, defydrated with ethanol se-
ries and ﬂwmllFTml with DFX (Panreac Coimica SAk

Quantitative anclysis of fos-like immmorroctiviey (FLI)

Mointed seciions of the tissee were pletographed with o digial
warera (D70, Ol yvimgpais, Olyenpus Optical Coo Lid ) attoched 1o
a bcroscope (-4 1, Obymmpus, Glympas, Opfical Co, Ll Im-
ages were taken with a 10% magnification from different areas
auch s ventrolateral orbital (V00§ loterl orbitodfeontal (L0,
prelimbde (PLL infralimisc (L as well as basodateral amygdals
(LAY, and Rippocampal regiomns: dorsal and vesiral ©A4, dorsal
andd vendral dentate gyous (D), amd ventral subioulum, The
brain reghons were photograplied at the same coordinates in cach
animal, using the stereotaxic atlas of Paxines and Wanon (Paxi-
nos and Watson 19971 a5 & referemce (Fig. 3. Special care was
taken to ersure that all images were taken wnder the same Hght-
Ing conditions,
Chaantification of fos-like iminunomesctive (FLD mscld was
formaxd wiing the freeware Image Procensdng and Analysis in
E:a 1.33 ilmage], NIH, available at hitpyfrshindoonib.gov/ij/L.
For the quantification, an automated algorithm implemented on
A miaceo was usedl. Briefly, for each brain area, a reglon of intenest
was alrawn aned siored toouse in all the s, To avold differenoes
Between Immunosaining batches, each image was digisally
servownlhed, anad i pesalting Emage was subtraceed Erom thae o gi-
nal one. The appeopriate gray thresbold and particle sioe were wi
foor wach ara and malntaleed for all subjects. All braln reglons
were bilaterally counted in thitee sections for each b, The mean
number of FLI mecled per mun® for each seglon of bateres, con-
shibering the average of the three sctions, Is shawvn in Table 2, To
voantrol the efficacy of the automatic quantification, a final step
wad inclusded in the macro, which comsisted of marging in dif-
ferent cobors the original image and the image sesulting from the
particle detection,

Dary amafyss
Cell counts per mm® were analveed foe each braln structure using
a CLAL analysls with one between-subject factor, the " Teeatment™
wondition INBM or comvtrel) and one within-subjeo fectr, ihe
“Hemisphiere™ (stimulation skde; ipsi or contralateral to ebectrode
placemenitk, As In Experiment 1, ancillary GLM analyses of cell
oot per mm? were performed for each arocture, in which the
factor Trestment comprised three groups (stimalated NBM, con-
trol, stimulated outside NEM).
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2. TREBALL 2:

Muscarinic cholinergic receptor blockade in the rat prelimbic cortex impairs
the social transmission of food preference.

Boix-Trelis N., Vale-Martinez A., Guillazo-Blanch G., Marti-Nicolovius M.

Neurobiology of Learning and Memory (2007), doi: 10.1016/j.nIm.2006.12.003

103
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2.1 Introduccio

Diferents estudis han demostrat la participacié del sistema colinérgic de 'NBM en
'adquisicid de la TSPA, una tasca relacional d’aprenentatge associatiu entre dues olors
(Berger-Sweeney i col., 2000; Vale-Martinez i col., 2002a). En el treball anterior, vam
mostrar com la EIC de 'NBM aplicada preentrenament millorava I'adquisicié de la tasca
tant quan es realitzava un test immediatament després de I'entrenament social com 24
hores després (Boix-Trelis i col., 2006). Aquesta facilitacié de la tasca per I'EIC de 'NBM
podria estar mitjancada per un augment de I'ACh cortical tenint en compte el paper critic
del sistema colinérgic en la modulacié dels aprenentatges olfactius (De Rosa i Hasselmo,
2000; Ravel i col., 1994; Ross i col., 2005) i de la memoria social (revisat a Vale-Martinez i
col., 2002a).

Per tal de determinar les dianes corticals de 'NBM que participarien en I'adquisicio
de la TSPA, Ross i col. (2005) van demostrar que les lesions colinérgiques de 'OFC, un
component del cortex prefrontal, impedien la TSPA, implicant la modulacié colinérgica
d’aquesta area en I'adquisicié i el record de la preferéncia alimentaria. Tot i aixi, altres
arees prefrontals de projeccid de 'NBM podrien ser rellevants per la TSPA. En aquest
sentit, el cortex PL, podria ser una de les arees responsables de mitjancar la millora de la
TSPA induida per 'EIC de 'NBM ja que mostra una forta activacid, mesurada per la seva
expressié de c-Fos, després de I'EIC de 'NBM (Boix-Trelis i col., 2006). A més, el PL es
relaciona amb arees involucrades en el processament d’olors i 'aprenentatge olfactiu ja
que rep projeccions del bulb olfactori (Neafsey i col., 1986), i amb I'hipocamp i el subiculum
que son regions cerebrals rellevant per la TSPA (revisat a Heidbreder i Groenewegen,
2003).

En aquest context, en aquest segon treball ens vam plantejar estudiar el paper del
cortex PL en la TSPA, avaluant els efectes del bloqueig muscarinic preentrenament en

aquesta area sobre la tasca.
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2.2 Experiment 3

2.2.1. Objectius i Procediment

. Avaluar els efectes del bloqueig dels receptors muscarinics del PL mitjangant
la infusid preentrenament d’escopolamina sobre la preferéncia pel menjar entrenat
juntament amb altres variables involucrades en la TSPA, en dos intervals de retencio

(immediat i 24 hores).

Per aconseguir aquest objectiu, vam utilitzar 22 subjectes que vam distribuir

aleatdriament en els seguents grups experimentals:

TEST IMMEDIAT + TEST 24 HORES

ESCOPOLAMINA n=10 (SCOP)

VEHICLE n=12 (VEH)

Taula 3. Nombre total de subjectes utilitzats en I’experiment 3 distribuits en cada grup experimental.

El procediment va consistir en la infusié bilateral de PBS (VEH) o d’una dosi de 20
Mg d’escopolamina (SCOP) (volum: 0.5 pl/hemisferi, velocitat: 0.25 pl/min) al cortex PL
immediatament abans de I'entrenament de la TSPA. La dosi de 20 ug d’escopolamina es
va escollir en base a estudis previs que mostraven déficits d’aprenentatge en subjectes en
els quals se’ls hi havia administrat la mateixa dosi en 'TEPFm (Nieto-Escamez i col., 2002).
A més, resultats obtinguts en el nostre laboratori mostraven déficits de memoria en una
tasca de discriminaci6 olfactoria en subjectes que havien rebut una infusié d’escopolamina

de 20 ug al PL, sense provocar problemes motors o d’ofec (Carballo-Marquez i col., 2006)

Igual que en el treball 1, 'entrenament estava format per tres sessions d’interaccio
social de 20 minuts de durada cadascuna, en les quals el subjecte observador
interaccionava amb un subjecte demostrador que préviament havia menjat un aliment
aromatitzat (cacau o canyella). Les sessions d’interaccié social es realitzaven separades
per periodes d’'una hora i immediatament després de la tercera interaccio i 24 hores més
tard es realitzaven els tests de retencié (Figura 4). En aquest tercer experiment, tots els
subjectes realitzaven el test immediat i 24 hores. Ens interessava especialment conéixer
'efecte de I'escopolamina sobre la retencié immediata, ja que en I'experiment 1 'EIC de

'NBM havia mostrat un efecte especialment significatiu en aquest test, no obstant, també
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voliem analitzar 24 hores més tard als mateixos subjectes sense estar sota la influencia de

I'escopolamina.

Durant els tests, als subjectes observadors se’ls hi presentaven dos pots de menjar,
un pot contenia el menjar aromatitzat que havien olorat dels demostradors (menjar
entrenat) i I'altre pot contenia menjar aromatitzat no familiar (menjar no entrenat) i se'ls
permetia menjar lliurement durant 45 minuts. Finalitzat aquest periode, es calculava el
percentatge de preferéncia pel menjar entrenat: (consum de menjar entrenat/consum total)
x 100.

El comportament dels subjectes durant les tres interaccions socials i el test també
es va enregistrar amb una camera de video i es van analitzar les mateixes mesures que en
el treball 1: numero de vegades que el subjecte observador olorava el musell, el cos i la
zona anogenital del demostrador, aixi com els groomings de I'observador i els episodis de
lluita entre el demostrador i 'observador. Durant el test també es va analitzar el nombre de

vegades que el subjectes pujaven amb les potes davanteres sobre els pots de menjar.

A més, per determinar que la infusié d’escopolamina no provoqués alteracions
olfactories es va realitzar un test de percepcio olfactoria al final de 'experiment (Figura 5)
(Wrenn i col., 2003). Aquest test consistia en amagar un tros de galeta en els flocs d’una
gabia i mesurar la laténcia per trobar-la immediatament després de que els subjectes

haguessin rebut una infusié d’escopolamina (SCOP) o de PBS (VEH).

INTERACCIO SOCIAL

’.!‘.

lE#h

TEST 24h

Figura 4. Resum de les etapes de la tasca de transmissio social de preferéncia alimentaria.
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Figura 5. Test de percepcié olfactoria.

2.2.2 Resum dels Resultats
Els principals resultats obtinguts en aquest experiment van ser els seglients:

» La infusié preentrenament d’escopolamina al PL va provocar déficits en el test
realitzat immediatament després de I'entrenament de la TSPA que es van mantenir

24 hores després.

» Lainfusié d’escopolamina al PL, en canvi, no va afectar d’altres variables com la
sensibilitat olfactoria, la motivacié pel consum d’aliment, la neofobia ni el grau

d’interaccio social o de locomocio o d’activitat exploratoria.

Aquests resultats mostren que el bloqueig muscarinic del PL previ a 'entrenament
de la TSPA, n'impedeix la seva adquisicid i la posterior retencio. A més, el déficit observat
en la TSPA no és atribuible a factors secundaris com la sensibilitat olfactoria, la motivacio
pel menjar, la neofdbia o I'exploracié ja que aquestes variables no s’han vist afectades per
la infusi®é d’escopolamina. Aquestes dades suggereixen, doncs, que la transmissio
muscarinica al PL és essencial per la TSPA, i concorden amb els diferents estudis que han
mostrat la importancia del sistema colinérgic cortical per aquesta forma de memodria

olfactoria relacional.
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1. Intraduction

The social transmission of food preference (STFP) has
been characternized as a social nonspatial relational memory
task (Advarer, Wendelken, & Eichepbaum, 202§, in which
a resdent “observer” interacts with a "demonsteator™ . a con-
spetiic thai has recenily eaten odonzed food (Galel, Ken-
net, & Stein, 1983), The STFP requires o matural odor
odor association since the observers associate the food
odor and a constituent of the demaonstrator's breath | Galef,
Mison, Preti. & Bean., 1988) expressing their memory
through a substuntial enhaneed preforence Tor whatever
food the demonstrator ate (Galel et al, 1985 Some STFP

" Carresponcding suthes, Fux: + 34 93 58] 20
E-manil wwifrene Anna. Vales uatos (AL Valke-Mantinez)
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fewtures indicate that i may be consudered as a form of
relational memory. Firstly, it is leamed quickly i a singke
episode. Secondly. it entuils expression of memeory in o
food-choe situation that is poticeably different from the
learning event. which occurred in a social context. More-
over. the rais should make a Aexible use of odor mforma-
tion as only one of the two stmoli that formed the
association during learming (food odor) 18 presented 1o
guide subjects” eating bebavior in the preference test. This
behavioral paradigm appears therefore 1o involve adapli-
tion 1o a new enviconment as il requires the ability 1o
respodd 1o o different stimulus preseitation, and thus it can
be viewed as reguining cognitive Nexibility, Henee, flexible
expression of memaory (o relational memery charscteristic)
may be considered as an inherent part of memory perfor-
mance in STEP {Alvares. Lipton, Melrose, & Eichenbaum,
2000 ; Bunsey & Eichenboum, 1995
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The integrity of the hippocampus and reluted areas is
necessary Tor delayed but not for immediate recall of the
STFP iBunsey & Ewchenbaum, 1995 Clark enal., 2H2:
Countryman, Kaban, & Colombo, 265 Roberis & Shap-
iro, M2 Winocur, 19y Winocur, MeDonald, & Moscov-
nch, 20611 i, which suggesis that extrahippocampal circuiiry
may be relevant for the segquistion andfor the early stages
of STFP memory formution (e.g. Quiroe-Padilla, Guillazo-
Blamch, Vale-Marninee, & Mami-Micolovius, 2006), In this
regard. pretraining seleciive cholinergic damage of the
nucheus hisalis magnocellulars (NBM) of the basal fore-
brain severely disnipis both immedsaie and 24-h 5TFP
releniion tesis (Wale-Martinez, Baxter, & Ewhenbaum,
2002). Conversely, prevraining NEM clectrical stumulation
improves e acquisition of the 1ask when tested immeds-
ately after social tramning or Fellowing a delay of 24 b | Boix-
Trelis, Vale-Muartines, Guillieo-Dlanch, Costa-Miscrachs,
& Mani-Micolovius, 2006). Facilitation of the STFP ask
by MBM electrical stimulation may hove been mediated by
cortcal ACh augmentation in view of the critecal robe of the
cholinergie svstem in the modulation of olfactory learning
{De Rosa & Hasselmo, 2000; Ravel, Elaagouby, & Genans,
199 Ross, MeGoughy, & Eichenbuum, 2005 and social
memory (reviewad in Vale-Martnez e al, 2002) Specifi-
cally, it has been shown that the cholinerge muscannic
receplors contribute o central modulation of edor memory
{Hunwr & Murray, 1989 Ravel, Vigourous, Elaagouby, &
Grervais, 1992 Wilson, 2001 ),

Ini an attempt 1o clucidate the NBM corical targets that
may be involved m the acquismion of STFP, Ross et al.
{20605 demonsirated that a restncted cholinergic depletion.
by mieans of a 192 immunoglobulin Gesaporin infusion
directly inie the orbilofrontal corex (OFCL impaired
STFP. Although these indings mplicate cholinergie modu-
lation i the OFC v the acquisition or retrgval of a food
prefercice. other prefrontal NBM cffercints may also be rel-
evimt for this form of relational learning. The prelimbic
vortex (PLC), a component of the medial prefrental regon,
hius been proposed 1o wedite the NBM  stimulation
induced-STFP enhancement as it showed strong activation
alter NBM electrical stimulation, messured by c<Fos
expression {Boix-Trelis et al, 2006), Moreover, the PLC is
relzied vo arcas mvolved in odor processing and olfaciory
learning simee it receives inputs from the olfictory bulb
(Meafsey, Hurbey-Gius, & Arvanitis, 1986) and from the
hippoecimpas proper and the subiculum reviewed in Heid-
breder & Groenewegen. 2003 ), the latier of which is. in furm,
one of the arcas activated during reinieval conducied
shorily after STFP wrainmg (Ross & Ewhenbaum, 2006).
The PLC appears to coniribuie to several functions neces-
sary for relational learning such as behavioral flexibility
iDias & Agglawon. 2000, Ragesane, Detrick. & Keser,
1999 Ragoerino, Kim, Hussert, Minnith, & Kiong, 2003),
waorking memory and attention {Dalley, Cardinal. & Rob-
bins, X¥dak allowing the organization and expression of
aduptative behavior in novel circumstunoes (Gisguet-Yr-
rier & Delatour, 20006; Dalley eval, 2004k L is of interest

ihat local imfusions of the muscarinie cholinergic recepior
antagomist scopolamine m the PLC produced deficits in the
performance of a task measuring visual attention and
waorking memory, similiar (o those induced by NBM cholin-
ergic besions (Chudasama, Dalley, Nathwapi, Bouger, &
Reobbins, 2641 In this context. the present siudy addresses
whether muscarinie receptors of PLC are mvelved m food
preference bearbng. ln partcular, this experiment sdeters
mines the effects of scopolumine injected bilaterally in the
PLC prior to tramimng on the 5T FP. measured both immedi-
ately and 240 alter the social kearing, Given that the PLC
is a prefrontal region closely related o a eritical area for
STFP. the NBM (Boix-Treles ef ol 2006: Luiten, Gavkema,
Traber, & Spenwer, 1987 Saper, 1984}, and that the PLC s
important for both olfactory learming and functions linked
1o relational learnmg, it was predicted thist muscarinie
transmission blockade in the PLC would deteriorate STFP,

L Materiak and methods

20 Kubdects

Thariy-Hve Wistar rats (ohialsed frem our liboratory breeding stk
witghing 42438 g (30D = 397 and $98T (SD=6006) days old a1 the
heginming of the experament wore used as observer subjects. An adilitiomal
sl ol 20 juvenile Wstar male s (mwan age = 3047 dave, SD= 28],
werghing 11568 g (S0 = 13.95) ut the begannimg of the evpeniment, sered
a4 demonstrator sabjects. A separate set of 10 mile Wistar mmts weighing
4070 g S0 45000 and 9280 (S0 204} ddays ofd were msed as palon
swhircts 1o lesl 1B mmale prelermmer betwom Lhe Tae sslors {omoas 120 -
[ETITESToTTg Y

Throughout ihe expermmenst the subjects were housed singly i 22
12 = ldgm plastic-badlomesl capes with siwibesd bedding, wath the sxoep-
Gl of the demomsiratoss Tl weie plaond im0 growps of four =
8P x 22w 1 dem cages. Al mis were maistiined on s 120 hght -dark gwle
& humidity and tem persiunecontrodbad envimonment. Expeniments were
perlformes] during the light phaw of the oole (off-pesk timesh os 1 has
ben shomm 1t the lime of testing has ciibser o slaghi or null offect on the
performamee of young rats in several leaming tasks oColl- Andrea, M-
Micodnviue, & Morgalo-Dernal. 1991 Winoour & Hasher, |99, 2004y
Hat-chow pellets (Panlab SL A and wates were prosided ol it
exvepl duiring peetrainang, trainisg. and tesaing for the ek I vech phoses,
the rais were submiited b a food resinciion schedule ifive pelletsiday lor
whhsmrvers and ol and our pellets’day For demonstralorsh 1o be main-
tained approsmately an B850 of thear hasal besly weight. Every day the
amimaly were wesghall handled aml resinained for S min i habituaie them
b Bhe imgection proceduie, Eyperimanis were carmed oul in acgoddasse
with the Ewropran Commumity Cosncll Directive fou carg anad wie ol Laha-
wutaory amals (ROEIEDC ) ol with Caneralila de Cutalunya autbson-
wation | DO 2450 TR, DART protoosd Mo, 31201

2.2 Nurgery

Anmmals were anestbeteed mitially wilh 5% sollerane 1 Forane®,
Akbot Laboralores SA0 0 oxypen (008 Pning i o Pleaiglas chamber for
Tmim and therealter mantsmed with 2570059 isoflurane in oaygen
Pl Ummind and placed im o siereotavic head bolder (Maodel 134, Kopl
Imstraments. Tujengs, CA. USAL The skull was evposed through & mid-
Bne mcistom anad kveled along the bregnia-g s, Al obseronms uderwent
sherg banky (mplantateon of o chroms |I-.n1bk-_|_-u|d; canmula, Each puils
canisls consisted of & plastic cylinder comprising 1wo Meguuge metal
tiibes that were | 2mm apart. projecting 26 mm from the pedesal iPlas-
tics O™, Bilanaey Consullants GMBH ) The cannula was mousted on the
arm of the slercotavic frams and was lwored throsigh cransolomies & the
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lellowing coordimates m the prefimbic comtes: AP, +0.35 mm From bregma;
ML, & 0fiman o midline, aed DV, <02 i from cransim sofloce
i Paxines & Watsow 199TL The cannala was then mplasted and ofiosd
with dental oomemd | Verlen sell-ouring, Dentimes. Sevsl. Holaod) aml
shaimbe-stogl screns, which behdl the caniula in place, Seerike & v lye

wnoed moeach group. Rals were habituated 1o the tmimng cage anad room
s Mhmin before infewon and tmineng. The Lol began when a demon-
strabor was almwed bocal food coed 1o 22%0 copo (Ohfam Fairmmde, Bel
gump or 1% cinmemon  (Cammencita, Abonbe. Spam) for Wimm

bets | Plastios Oae™) weee placed i ihe coneles 1o prevent ooclusdion
Adter suagery, the shim was sutured amd amiseptic | Topeonic, Almirall
Proslesfiirmua. Barockmnia, Spain) was apphed 1o the sutured arei. The rats
wipe peturmed G home cages For 10 days (4 davs For recovery, 4 days for
(o pestriction, asd 2 days For rehabiiustion 10 ground Foodh belone
behavioral training. Crening the 10-day recovery period. the dumnmy sty lets
were changed every other day,

22 Mivrodnfiecion procedure

Two days prsor 1o STFP training. observers were adapted 1o a mock
infusicn profocol ime solulons mpected b in order Bo mimimize any sbress
awaciated with the provedwre. The folbowing day. smmadiately befone
STFP teainang. 1be sats weee gently restrained while the dusamy syls
were removed and peplaced with a Sh.gasge stainless.stee]l double injector
iMastics Ome™ extending | mm hefow the cannuda tipe. The double ingec.
loks were 1 by polyethylens tahing (Plastics One™) 1o o Sl
avringes {Hamilrom, Microliler Syompes, Switzesland ) mosimed man infu-
-nu- p-pl,l‘urq:l 2 Multiple Synnge Pump, Harvurd Appamtus, USAL

4 15tk Hialrat be LYST", Sigmiai- Aldrichi was il
thlh! in PBS :whfhﬂ sabene 0.1 8, pH 740 and o dose of
X pptemdsphere was udministraied 1o mts in the SCOF groop. The ratsin
e controll VEH groap received sebuicle (FBSE mjectsons. The solulians
were mlmsed bilaerally in s volumse of 08 plhemisphere for 2min The
inmer camnulae were kel im place for | min afler the infasion was complets
1o alllow foor diffusion, A 202 dose wis msed on the basis of previous stud-
s shewing karnimg deficils in mes whon inlesed m the medial prefromtal
wories i MNacti-Esamer. Samcher-Santal, & d¢ Broln, 20020 In sddinem,
lata from our lab y shiowed v deficits m an offactory itk in
rals infused wilh Mg ul" seopolamime in the TLC, withowl causing any
midtist o choking problems (CarkaBo-Marjues of al, k),

24 Apparatio

Al obserers were habinsted, traimed and teaed in 500« 22 « 1dom
plastic-bodtomed cages with sswdusl beddimg. Habiluateon and besting
went carvend owl wsang a Fooding-ray placed m 1he animals’ sapes. The (ray
wvnsisiesd of a Black Pleaiglos hase 121 = 21 cm) with two slacest plastic
pods fived onto ihe center of the hase, The food was plocsd in two ghiss jars
{1 3vml) secured withim each plasise pot. For the demonstrators, habalies-
1w, asl trainang were carmed owl an 22 = 1T x Dom plasis: capes m
which they were albvwed 1o eat from & glass jar mosnted upon the center
of & black Meviglas base (21 « I8em).

2.5 Bebariornd procedure

& 1 Fivivasara Pen fosal juirs

After 7 days of food restriction and prior 1o surgery, observers amd
demonsdrabors were habituated fo powdered chow (Pandab SIL. AR from
plass pars v mimamiee neaphohia, for 2h on ihe fimt day. 1 B the secoaxd
dlay amd 4% mim the third day. The rais were presemied with Tood cups in
loeding trays contasning grownd, unflavored ratchow. The amost of
food ewten was determined and omly rals eating at beast 2 g of food om the
last day were induded im the study, One observer ral was excluded on the
basis ol this criterion. A smilar procodung was sepeatod 7 days allor swr-
gery For (ke observers (wo 43:-min rehabilastion seedons). Subsequenily,
animals were Foodwresincted once again For 2 days before the traiming
leslimg sessivns began

252 STFP reining and resrimg
Before training was condected, each ohserver was nssigned randomly
1o b cued to ome of the two components af the odor pair and counterbal.

¥ e owere only wseed (F ibsy had gnlen ol beast 2 g of favosed
cheonw dall ruts mt this eriterion). Folloning the S0-min persl, obserners
recedved a bellateral miracerebral infusion of PES (VEH: 2 = 17 or 20 pg of
seopalimane (SOOF: o= 18) im (be PLC comten. Immediately alber. o dems
apstratar that Read just cuten favored chow was placed inta the olserer’s
cage. The two rats were albowed 1o mieract with mo haren for 20 mén, fol-
lowing which the demanstrator was remeved. Each observer was exposed,
a1 1-h intervals, s throe dhilferemt domomstrators, 3l of which had caton the
e oxhiguisl,

All observers were iesied immedisiely after ibe ihird interaction
{immediate lest) and 24 b after (24 h test) by placing two s filled with
anlareed Tonsl amd wath water alsao svinlable, One of the jars contamed the
cheowm thai was given 1o demonstraiors (traimed foosdp and the second jar
comlained @ different scented chow (undrained Foodp Jar plecoment was
geanterbalaneed 1o elinsmate any kft-right response bas, The obserers
were allowed to eat For 44 min after which both food jars were remoied
and weighed to determine the amoum of food eatem Trom each. A preers
e svre |percentage of irainesd Food ) For the trinesd odor was @kelated
s Follome [Hw {weghd of Erminesd Toss) sobem'ngight ol all food culcmp
Subjeas” behavios dusng the theee sial iteraciions aml Testmg was
recorded on o vides camena [P e RX2) o 1iow i
W soored the number of times ¢ach ohserver snifed ihe muzee. boady or
anogenilal region of the demonstrubor, o well us grooming and Bghimg
hosta during the Db firss mimites of ench interaction. A il was detined as
close cmeniaiion (< Xom) of the observer's e v the i 4
Nor {Wimn, Harms, Sagvedin, & Crawley, 20005 Dhaieng (e fiesd [0 pan of
testimg, e nupsher of Bmes the observer wan on top of the jar with Bath
Topepaws was lso sooeesd |gar o fimi

U2 Bursl-forst slfos iy fed

T st for clfactory alberations due 1o the scopalamine infuskon, an
olfsctory test | Wrenm et al, 2008y was conduocted al the end of the experis
menl. Tweniv-Tour bours hefore the ollaciory lest. observers were habifu-
aloxd b Bulter-Bavomd gookics (Brambly boldge, Denmark), peoces of
which were placed in the home cages svemight. The s were then foode
restricted for 24b prior 1o the infusion aml the tesi. |mmedialely hefone
he tewl, s were infused with scopolamane (SCOP or PBS (VEH) The
st wos comluctod in clean eal cages 150w 22 = [4em) amd o pece of
cowkie nas bunad i & comer of cach cage with a differemt locaiion for
each mat The obaerver was then placed in the cape. and Litency in finiding
b Paried coobie and commenceng ealang was tned,

2o Hisralegy

Uipom comphetion of the Behaviogal westimg, the observen were decply
hetized with an dose of sodium pemobarbital (Dolethal. Vetogqus
inod 54 Madrid. Spaim; 2Mmp'kg iph Previowsly, a subsel of s
reveived a gl infusiom of 520 thioan (Theonm acetate, Sigma-Adbbnch)
ihrough cach gukle canmula. Kats were perfused transcardmally wiil 0970
saline followed by 1075 1 lim The o lse were carefully remosved
aml brains wen postfingd in 1000 fornsalin for a0 keast 24 b anmd then sub-
menged ana WG sugeross solulios and allewad 1o usk For crvopaolodtam,
Coronal 40-um sections wene Cul on a cnyostal (Rekhen-Jung, Cryocut
15000} widh macrod ome (2020, Hexlelberg, Germany ) aned Missl-stamed with
Cresyl violet. The sections wene examined fo verily cannula placoment by
twr adepemdent observers under a hght menmeope (Olvmpus. BY 41;
Olympus Opiical OO0, LTEY, Rapan) M hotographs of 1he I
placements were taben with ldlglulturlerﬂl:ﬂ}mpu P T

27 Dhara gl s

A ong-sample 1 et (SPSS vI2 soltware, SPSS Ibenica, Msdrid, Spain)
agamst a constant {509 was used for each group o determine whether the
peroemlage of tramned Tood eaten was differemt from the chanse level (5000

111
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Another analivas was performiced by means of ANOVA, i el the il
pemdam vaniahle wis comsidensd 1o bhe cleporical “Group™ (8OO
VEHL aml the dopenddemi vanshle bo e gquastifalng iropealod measores
regardig delay, limmadate of 24 g “Peigenlage of Tratned Foosd™, Sto-
dewi’s pabred § fests were used 10 analyee the differences beiween consump-
tixm of traimed amd undrained Foods for each groop. & ¢ lest pairs was s
1o amalyie mnale pecferences (gocoa v cimnsaman | in palol subpects

Additional amalyses were carned out 10 evalmate possible changes
induced by the scopolumine i other vanables measured during the STFP
tusk. W analyresd the first 10 mim of the three socil mteractions wsing the
AMNCVA for repeated mwasures comsidering Ciroup as (he midependent
variahle and 1he dependent varishles were “Sniffs of Demaonstratoss Mua.
k™. "Saills off Demomstmator’s Basdy ™. ~Snifls of Demanstration’s Anogon:
dtal Reglon”, “Sell-Girmoming Bouts™, and “Fighting Bouts™, Pearon
comelatms were performad hetucen these variables amd “Percentage of
Treained Food™ Regandimg the ted, o similar analysts was carried oot o
afialyie deopholad, with the depeadent vanables “Regular Food™ {meain
wmoant of [oasl esten during two relahituation sewions priod te irmining.
in gramsh aml “Mew Food™ imean amount of 1odal foosd eaten. traanesd +
unkramed, duning smechalc asd 24 hlestw m grams), “ Total Fossl Ealen
anil “Jar Climbs™ weee amahaad in the same way b eyl motvatios 1o
eat and exphae, respecinely. Thas, mised analyses of vanance were per-
formed with the corresponding contrast analyses for withinegrosp dlecs
nhen mevdnd Regarding the olfsiory sl gn AROYVA analysn was
wppliad i which the independent vanahle wis “Giroup” amd the depen-
emt variable was “Labency ™ in fimding the buried cookie.

1 Resalts
AL Histelogy

A the end of the experiment, all observers were sub-
fected 1o histologsenl venification of connuls placements.
The dyve injections indicated thar the fluid spread ventral
and laneral to the mpection site and were concentrated in the
intensbed arca, For the final simple we only considered rats
with their cannula tips in the PLC within the srea delimited
by the anierior cingulate and miruhimbic cortiees and in
which ne tissug damage due 1o the mie or volume of the
infussons was detected (Fig. |A) Specifically the cannulae
were lecuted along different braun coordinates from .70 o
270 mm antersor to bregmu (Fie |B) according 1o the ste-
reotaxie atlas (Paxinos & Watson, 19971 Such a location
fits with the illustranve diagrams of the rat prelimbic correx
shown in several studies on the ml prefrontal conex (eg.
revicwaed in Dalley etal, 2004a). Thireen rals were
excluded from behavioral dots analyvses sinee their cannu-
lae were unintentionally implanted outside PLC (infralim-
bic, forceps minor corpus callosum, and 111 venrcle) or
due 1o technical problems duning ihe infusion, Thus, the
final samipbe was made up of 22 subjects diswibuted invo the
following groups: SCOP= 10 and VEH =12

2.2 Betarcioral lesting

J.20. Sociel franceiiasion of fomd preference

Pilot subjects showed noe nnate flaver preference when
given a chowe between 2.2% cocoa- and 195 cnnamaon-
Aavored Food (1, =0870, p= 407)

After scopolamine or PBS infuston, subjects were

exposed 1o demaonstrators and prompaly tested for food

preferences immediately and 24 b later. Fig 2A shows that
SCOP group did not exhibit any preference for the trained
food since the Percentage of trained food eaten was simi-
lar 1o the chance level (3005) i the 1wo delays (1, = 663,
p=324; 1, =293 p=TT6), suggesting thai scopoliumine
mmpaired the STEP. In contrast, VEH rais performed
above chunce in the two tests (immediate ese: £, = 6781,
Pl 2Mb tese 6,,=21997, p=011) Indeed. the
AMOVA analysis reveuled i main effect of Group factor
(F =T8T, p=001T) but ne Delay (F =1224
p=.281 or imeraction effects (Fj =311 p=483)
(Fig. 2A). Accordingly. SCOP rats ate no more of the
trained food than the unirained food in both delays
(immedinte fest: Fgp= 1073, p=311; 24 h fest: §jy, =738,
p=A4T9) In contrast, controls ate more of the trained
food than the unirsined food (immediate wese: £, = 5422,
Pl M4h oesic §y, =254, p=A27) (=e Fig 2B}
Such results indwate that ruts inpected with scopolamine
inn the PLC cortes did not prefer the trained Food, regard-
kess of delay.

The present experiment evalwated other eritical vaniables
for STFP including olfactory sensitivity, motivation to cat,
socul interaction. and motor behavior. No statistically sig-
nificant differences between groups were observed in the
olfuctory test (Fig. 3k in which Latency i finding a buried
prece of cookie was measured (£ 15,=217, p= 647}, The
total amownt of food consumed during testing was mea-
sured and statistical analyses did not demonstrate signifi-
count differences between groups in the total grams of food
catent (Fy = 990, pa 3300 but did reveal a significam
Delay effect (F)) &, =4.379 p=[49), independently of the
Group (F)) s = L3583, p= 223} This suggests thit scopal-
aminee i PLC does son affect motivation 1o consume food.
To determine whether or not scopolamine infusion pro-
duced changes m neophobia, we compared e amount of
Begular Food caten during the last two davs of postsurgery
habiuation (unedonzed ground feodp and the amount of
Mew Food caten dunng both immediete and 24h wests
(rotnl edoreed Food, vrammed + untrained), Mised ANOVA
amilysis  showed no  significant  effects  of  Group
OF = 29, pe 305), Food (F xy= LIS, pe=206) o
Giroup x Food imeraction (£, = 2764, pr= 112} demon-
strating that the patiern of consumption of both foods
(Regulir and New) was similar in SCOP and VEH rais,
suggesting that scopolomine did not produce neophobic or
antineophobic reaciions.

I order to rule oun the effects of scopalamine on other
factors that might have affected performance in STFP.
mcasures of several varmbles duning socuil internction were
included (Takle 11 Two s from the SOOP group and ane
from the VEH group were not included in the additional
amilyses of social interwenion and explorative behavior doe
to technical problems with the video comern, Mo simificant
correlutions were found between measures of social interic-
tion amid Perceniage of trained food caien in the two lesis
Therefore, the amount of social inteniction does nol seem
to be ussoctited with STFP performance. As for differences
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Fig L iA) Photomicrograph of violet staning at the level of the prelimbsg cortes wiea (AP, 330 men anterior to bregnia ) shinsing the camnuli tracks of &
representative subsject. | 6 Camnula tip placements (blsck dots ) for SO0P and VEH-infused rals throughowt the rostralscaudal extent of the prelimbic cor
tgn {from L7100 L hnm anlerior bo bropmai Beprnted From Paxinos asd Watson, [9T with permasaon frem Elsviern, DG aingelated comles: fma. for-
ceps fisof of the ooipiss callosism; 1L, infralimifes coneal PLL, pechinibeg <o

between SO0P and VEH ruts (Fig 4) mixed ANOVA
showed no significant Group elfect in any of the social
imeraction measures (muzzle: £, =007, p= Tl body:
F =AM, p=T761; anogenital: £, ;= 21503, p=.132),
The analysis of social interaction evolution throughour the
three sessions demonstrated a reduction of mteraction over
ume. as demonsirated by o downward hneal tremd i the
number of Sl of demenstrtors muzele (F; ;= 12267,
p=A03k body (F, (= 15110, p=001} and anogenital
region by the observers (£, 7, =874, p= 109} as well us
guadritic trend in the case of the anogenitsl region
(F = 10020, = IHH} Intersciions berwesn
Group = sl mbernciion values were not sigmificant in
any of the measures (all Foaalues <966, all paoalues >, 3400

demonstrating that such descending patterns were similar
between growps in all ciacs

Cribier variables anilyeed during the social interactions
were Sell-Grooming and Fighting bouts. The effect of
Group wis ool statistically significant in Sell-Grooming
(Fy = T8, p= 389 and the imeraction Group = Sell-
Groomimg (F 5= 1234, p=288), although this vanublke
showed a downward hneal trend (F) - =9566, 5= [H7),
The Group factor was sionificant i Fighting  bouts
(Fy 1, =44T4 p=119) alihough the number of Fighting
eprsodes wis very low m boahy groups (VEH: mean (18 and
SCOP: mean Ik see Table 1) The  interacton
Giroup = Fighting  was  not stotstically  sigmnificant
(F g = 2556, o 1 2K, and the analyvsis of Fighting evolu-

113
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Fig. LiA) Percemiage of trained food selecied, expressed as ihe mean pers
wenlage {% SEM 1ol the 1olal amount of Ko cossumed. a1 the iwa netem:
mon mtgrvaly, Rats mothe SO group showed so preference for the
traimed food regardiess of delay. in contrast 1o control VEH rats. {B)
Mean (2 SEM) amoumt of food eten in immediste and 3 b tesis
expressnd in grams, SOO0PF rats did nod eal significantly maore of the
taksrnd Koo dba antrained food, The SCOP rats ane dmilas total assous
off fooed (iraimed # unersinedy than VEH in boh ihe immsediase and 24 h
lesls

tion during the three sessions did not demaonsirate a lineal
irend (F) j»,=2.556, p=_128). Finally. the analysis of Jar
climbs made in the tests showed that SCOP and VEH rats
investigated both food jars 1o a similar degree in both the
immediate test (Fy g, =193 p=665) and the 24h west
(F my=.722, p=405) indicating  that  scopolamine
infusion did not affect exploration or motor activity.

4. [Hscussion

This study demensirates that muscarnic blockade m a
specific prefronuil area, the PLC, impaired the socilly
transmitted preference for o seented food. The cholinergic
Muscarinic receplor antagonist scopolamine was infused in
the PLC immeditely prior 1o learmng and prevented the
expresaion of memory assessed both immediately and 24h
after socul training (Fig. 2o

It 15 important to détermine whether the impairments
reported in the STEP tausk reflect decreases in olfaciory sen-
siiviey, metivation 1o eat of limitation of motor behavior.

2

bt
18
16
14
12
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Latency (s)

SCOPOLAMINE  WVEHICLE

Fug. X OiGary perepison lash. Rats an 1he VEH asd SO0 groups
shovwed comm parable latencies when bocating a bamed piece of cookie.

Cdor detection perfermance was not affecied by infusions
of seopolamine as shown i the olfactory test performesd
alfter STEP wsting. Such data sgree with o recent siudy
reporting that systermic administration of different doses of
scopolaming, which 1= known to mfuence odor memory
and kearnimg, did not canse alierations in the odor detection
performance of rars (Doty, Bagla, Misra, Mueller. & Kerr,
200031, The deficits in STIFP observed here do not seem 1o be
related either to reduction in motiviition to consume food
as there were no significant differences between SCOP and
VEH groups in the total amount of food (rained +
unirained p eaten in any s, cither immediate or 24h kaer.
As for inappropnate moter behavior or exploration, both
groups made the same number of climbs oo the foed jars
and showed a similar degree of grooming during the wess,
Fighting was the only variable measured on testing that
showed between-group differences, although it was a slight
cifect that could hardly account For the STFP deficits
Scopelamime-induced disturbances of socml interaction
were also considered as a potential confound in STFP.
However, non-significant  correlations  were  detected
between measures of socal interaction and percentage of
trimedd Toasd eaten. Furthermone, SCOP rats did not differ
from controls in the number of sniffs 1o any part of the
demonstrators’ body 1 cither intersction sesston. An alwer-
native interpretation of the observed deficits in STFP is
that scopolamine may have produced an amineophobic
resction. In this cuse, SCOP rans would have increased their
consumplion of the unfamiliar untrained food (non smelled
during the social training). The SCOP group, however. did
not exhibit preference for the untrained food given that i
wis at the chance kevel (3004) in both delays, In addition, in
all ruis, the umount of unodorzed ground food consumed
during rehabituation (Regular Food) was not different
froan the amount of scent-odonasd food consumed during
testing (Mew Food: trained + untrsined ), as was revealed
by the neophobin data amalysis. Moreover, it has been
shown that increases in cerebral ACH produced an antineo-
phobic action {Senkiewicz-Jarosy et al, ek suggesting
that cholinerge  blockumde would, i anvihing.  have
mcreased neophobia. All i all, this would indscate than
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Table |

Comrrelation amalyvses of social inberaction messures and trained food consempiion

Bebos aar Sl anlersstHm sewadiom fCilisdhal raean Correlatsn hetween bohasvior
and trained food consempison
Immadiate test 2 b Test

15 Ind 5rd F P F [
Sniffs of demomstralor’s muzike SCOF

220k EST 14040 % 251 12300 437

VER

BELIE SR 1407 & 534 1357 & 660

Mean

62 672 1435 = 444 13065 & 560 47162 948 154 ASn — s TER
Sniffs of demosstrator’s hody SCOP

LM EILT 65021117 22500 |06

FiEH

4300 £ 1244 2540 2 10ds R ER L

Mian

RO 1297 eS0T M5 1150  RLIAE 21012 350 .44 =35 k]
Sniffs of demosstralor’s anopenifal egion SCOP

lad0 £ 1037 L EE T B0 40

VER

IEHIE NN ILIDE T4 118314544

Mean

A& 1344 1130 o 6,067 1) & 5.24 AA% & 19.03 nr LER] -T2 482
Self Lirooming houts xCOp

500 & 66 [ LE N IR (EUES N

FEH

e ELF k] A [ E3 L] 1&T£1.97

Miran

LA E AN 1584142 17320178 LR = a4 = {8 AN}
Fighting howts FCOP

AL £ (LIH] (UL E IR ] AR £ {LIH)

VEN

LlE £ 040 kil x 03l AHIMD £ {LIH)

Miaina

L0 20M s =032 e & (L) Wl he037 A% 171 AN 7

Mleann £ SEY of Behaveors sqomad diifag 1B Bl 10 mim of the thige mitgipctiom Tof cachi gioup, The columii gl divar depacts 1he sam of 1hs thireg
interactions of all rats (VEH and SCOP) Correlation amalyses of the behaviors scored during the interactions amd amoant of trained Food eaten during
imaspdiale snd 24 b bestis, Maone of the behawsors in the inBeraction sevsons comelated apnificantly with the amount of trasned Food ealonm

scopelamie in the PLO dsd not produce alterations m neoe-
phiehic pesponses.

Therefore, present duta would not appear to be assoc-
ated o non-cognitive effects and may be compaiible wiih
the propasation that the normul Tunctioning of the choliner-
gic cortical system (s nocessary fior ihe social wransmission
of preferences. Specifically. blockade of muscarinic recep-
tors  during  training  impadred  STEP acquisition,  as
expressed by deticies abready found in the immedinte est. [t
is therefiore likely than the odor associaiion was poorly reg-
istered carly in learning amd that subsequent recalling of the
mformatien was defecive. In our procedure. we assumse
that the whole traming process {three social interaction ses-
siofis) was affected by scopolamine, which is suggested by
drugs approximaiely 3-h holi-life {Gilman, Hardman, &
Lambard, 1996). To this elfect, observations from our labo-
ratory in s inpected with 20pg scopolamme n the PLC
area indicate that the effect may possibly extend up 10
F8kmin (Carballo-Margues et al, in preparation) Such o
blockade in the PLC has produced deficits similir 1o more

global imermuptions w0 cortwnl  cholinergs  function
reporied after saporim lesions of the NBM (Vale-Muartines
et al, 20021 This woulkd sugeest that selective cholinerge
depletion in the NBM may be sufficient 1o affect muscannic
transmmission 0 cortienl prefrontal arens such as the PLC.
In addition 1o chelinergic comical modulation, there &
evidence thut other cholinergie pathways may be importiant
for STFP leaming and memory. The cholinergie medial
septum-hippocam il sYsIem seems IMone ecessary in con-
soliating or retreving newly seguired STFP informatson
than in acgpuiring it whereas the cholinergic NBM cortcal
sysiem appears essential for tosk acquisition {Ross et al.
2005; Vale-Muartinez et al., 202, Such dutn are i accor-
dance with numerous repons showing that lesions 1o the
hippocampus affect 24-h reteniion, but not STFP iask
acquisition, as domaged rats show goosd immedite reten-
ton. All suech hindings, together with the current resulis,
support the view that different brain regions may contrib-
ute didferently 1o STFP in termes of learmmg and memory
formarion. The present study was not designed 1o address
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Iieractbon sessich, The seopolamise mludine had no effscts on the
nammber of aniffs incurrad by any regaon of the demionsaritors.

ihe differential roke of muscarnie receptors in different
brain systems, but research on this issue would be mierest-
g i onder o understand the role of speaific regions in
STFP karning and recall.

Among the possible mechanisms underlying the STFP
acyuisition deficits found after scopolamine infusions, mis-
carinic blockade may prevent PLC functions that favor
relutional learning. such as behuvioral Aexibility, attention.
andior strategic plunmng. It has been reported that mesca-
rimis activation nfluences behavioral Bexibilay (Rogoznno
et al, 1999) and thar M2 muscarmie receptor knock-out
mice show deficits in behavioral ifexibiliny. working mem-
ory. and synapuic plasticity (Secger et al, 2004). Further-
maore. it has been argued that tasks placing sufficient
demiind on cognitive Aexibility will be sensitive 1o selective
cholinergic lestons of the NBM (Cabrers, Chaver, Corley,
Kimo, & Burr, 261 All the above would suggest that the
imparrment i STFP performance reported aler NBM
cholinergic lesons (Vale-Martinge ¢t al., JHL) may reflect
an underlyving deficit in abilities reluted 10 cognitive Aexibl-
ity, It would thercfore scem probable that the cholinergic
MBM is imvolved in the behavioral flexibality required [or
the task, possibly scting through its influence on the PLC,

This view dogs not exclude the possibility that scopol-
amine in the PLC blecked STFP karning by disiurbing
attentionl processes, thus preventing a correct odor-odor

assockitieon, since this prefrontal region seems alio 1o be
mvolved in attention (Dalley et al., 20040, Delatour & Gis-
quet-¥errier, 2, Interestingly, the muscarinic receptors
in ihe PLC participate in attentional performance {Chusdis-
amea et ol 2004 Dalley et ul, 2004b) In this regard. it has
been propossd that mereases i the cholimerge activity,
probiubly mediated by miscaninic receplors, seem Lo cons
tribute 1o the activation of the medial prefrontal attentional
system, which 1= associated with executive functions such as
the top-down optimizaion of inpul processing (Sarter,
Crehring, & Kogak, 206 In general, this would support
the Hassclmo and MeGuaughy (20045 cholinergre hyvpothe-
sis, suggestung that high ACh supports encoding und atten-
ton as it enhances the cellular response 0 incoming
sensory inpuis in the cortex and decreases interferences
from previously formed cortical representations.

Thaus, the PLC-related funcitons of attention and flexible
contrel of action may be required Far other prefrontal oper-
ations, such as the prospective planning and organization
of metiens (Gisgquet-Yermer & Delatour, 20061 According
e Winecur and Moscovitch (1999), the STFP sk has
some characieristics that involve strategic planning. I
requires rats 1o select a specific dier from among several
alternatives, on the basis of past expenence, possibly
requiring the involvement of frontal regions (o integrate
previows information with current task requirements for
response selection, In this context, our observations agnee
1o some extent with invessigations into the effects of fromal
corex kesions on STFP kearning ond memory (Winocur &
Moscovaich, 1'FRY,  demonsirating  severe  anterograde
amnesie albenn umder hgh-interference conditions. The
absenee of effects reported by these authors in a standard
twochotoe STFP test may be due to differences in the tur-
geted corical regiens, as their study wsed aspiration lesions
in premotor regions, wiercas the curremt rescanch eviluated
the elfects of muscannic antagonist infusions restricted 1o
the PLC, which & located more ventromedially in the pre-
fromtal cortex. Also, procedural differences such as the
number amd length of social micraciion sessions may
cxpliin divergence in findings.

Current findings offer furtler insight e the modula-
tory effect of the cortieal cholinergic system in the STFP
i Wale-Muortinez et al, JMI2) supporing ihe hypothesis that
prefrontal ACh s eriteal for learning this naturalistic form
of relationul memory (Ross eral, 20051, o sk requiring
the use of assockitive ollictory information. In conclusion,
our sty suggests that the PLO wiilises muscannie moedu-
Fation i the service of cognitive operations such as beliv-
ioral flexibility, atemion or strategic planning that may be
important in processing information for the cornect expres-
sion of sociully transmitted food preferences,
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Discussio

V. DISCUSSIO

Un dels principals objectius de la present tesi doctoral ha estat investigar el substrat
neural relacionat amb la facilitacié de I'aprenentatge i la memoria d’una tasca d’associacio
olfactoria de tipus relacional, la TSPA. Estudis previs amb lesions selectives indicaven que
les céllules colinérgiques de 'NBM participen en 'adquisicié de la TSPA (Berger-Sweeney
i col., 1994; Vale-Martinez i col., 2002a) i que 'EIC d’aquesta estructura facilita una tasca
implicita ’EV2 (Montero-Pastor i col., 2004). Per aquest motiu, ens vam plantejar si 'EIC
de I’'NBM podria tenir un efecte facilitador general en l'aprenentatge i, per tant, afectar
també la TSPA. També voliem conéixer a través de quines arees cerebrals i mecanismes

neuroquimics es produiria aquesta facilitacio.
° Modulacioé de la TSPA mitjangant ’EIC de ’'NBM.

Els resultats obtinguts en el primer treball (Experiment 1) van posar de manifest que
I'EIC preentrenament de 'NBM facilita 'aprenentatge de la TSPA. El tractament va millorar
la retencié de la tasca independentment del moment en qué es realitzava el test, ja fos
immediatament o 24 hores després de I'entrenament. Aixi doncs, la millora de la TSPA es
pot atribuir a una facilitacié en I'adquisicié de la tasca probablement deguda a una millora
en la codificacié inicial dels estimuls o en la formaci6 inicial de I'associacié entre els dos
principals estimuls de la tasca, l'olor del menjar i el component de l'alé de la rata

demostradora (CSy).

L’aprenentatge de la TSPA s’expressa com un augment en la preferéncia per
laliment que préviament han consumit els demostradors (menjar entrenat) (Galef i col.,
1985), no obstant, aquest augment de la preferéncia pel menjar entrenat podria estar
influenciat per factors secundaris que no fossin essencialment una facilitacié de processos
cognitius. Per exemple, la facilitacio de la TSPA podria estar relacionada amb un increment
de la interaccié social dels observadors amb els demostradors, especialment del numero
de contactes amb el musell dels demostradors (Wrenn i col., 2003). Les dades del nostre
experiment, perd, no recolzen aquesta possibilitat ja que els animals estimulats i els
controls van mantenir una interaccio social similar amb els respectius demostradors, doncs
no es van detectar diferéncies significatives entre grups en diverses mesures d’interaccio
social, com soén les ensumades del musell, cos o regié anogenital. Els grups tampoc van
diferir en altres variables mesurades durant la interaccié com la neteja (groomings) i els
episodis de lluita entre els observadors i els demostradors. A més, no es van observar
correlacions significatives entre la preferéncia pel menjar entrenat i cap de les mesures

registrades durant la fase d’interaccié social.
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D’altra banda, la facilitacié produida per I'EIC de 'NBM podria estar associada a un
augment en la motivacié per ingerir menjar. No obstant, el consum total de menjar (entrenat
més no entrenat) durant la fase de test va ser similar entre els grups estimulat i control fet
que demostra que 'EIC no va afectar a la motivacié per menjar dels animals. La facilitacié
de la TSPA tampoc sembla relacionada a canvis en la conducta motora, ja que ambdods
grups van pujar el mateix nombre de vegades als pots de menjar durant el test (jar climbs).
Finalment, un altre factor que podria haver explicat la millora observada en les rates
estimulades és un canvi en la neofdbia. L’'EIC de I'NBM podria haver augmentat la
neofobia, produint una major preferéncia pel menjar amb una olor ja experimentada (menjar
entrenat) que amb una olor desconeguda (menjar no entrenat o distractor) pel fet de ser
una aroma familiar, perd no provocada per una millor associacié d’estimuls. En el nostre
estudi, perod, el consum de menjar familiar durant el periode de preentrenament al menjar
en pols no va ser diferent del consum de menjar nou aromatitzat durant el test, en cap dels
grups. Tampoc es van detectar diferéncies significatives entre els animals estimulats i els
controls quant al patré de consum d’aquests dos tipus de menjar. A més, s’ha observat una
relacio contraria entre l'alliberacié d’ACh i les respostes neofobiques, ja que la fisostigmina,
un inhibidor de [l'acetilcolinesterasa, incrementa I'ACh cerebral i produeix una accid
antineofdbica (Sienkiewicz-Jarosz i col., 2000). Aquestes dades ens suggereixen que
I'estimulacié de 'NBM, que causa un augment en ’ACh cortical, en tot cas, hauria disminuit
la neofobia, fent que els animals estimulats ingerissin més menjar amb una olor
desconeguda, disminuint aixi el percentatge de preferéncia pel menjar entrenat. En
consequéncia, 'augment de la preferéncia pel menjar entrenat no sembla degut a canvis en
la neofobia. Per tant, els resultats del present treball confirmen la participacié de 'NBM en
la TSPA, i la manca de diferéncies entre grups en mesures com la interaccié social, la
motivacié o I'activitat motora/exploradora suggereix que la facilitaci6 observada en els

animals estimulats a 'NBM reflecteix una millora cognitiva.

La facilitaciéo de la TSPA mitjangant I'EIC de I'NBM concorda i amplia els resultats
obtinguts préviament en el nostre laboratori en els quals es mostrava que I'EIC de 'NBM
millorava I'adquisicié d’'una tasca de memoria implicita com I'EV2 (Montero-Pastor i col.,
2004). Aquests experiments van demostrar que I'estimulacié de I'NBM facilitava la tasca
d’evitacié activa quan s’administrava preentrenament pero no preretencié. En canvi, I'EIC
aplicada postentrenament facilitava o deteriorava la tasca en funcié dels parametres de
corrent utilitzats. Per aquest motiu, els presents resultats suposen una generalitzacié dels
efectes facilitadors de I'EIC de 'NBM sobre les fases inicials dels processos d’aprenentatge

i memoria.
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De la mateixa manera, els nostres resultats coincideixen amb estudis anteriors que
demostraven la participacié de I'NBM en la TSPA (Berger-Sweeney j col., 2000; Vale-
Martinez i col., 2002a), aixi com amb altres treballs que han evidenciat la implicacié de
I'NBM en els processos d’aprenentatge i memoria. En aquest sentit, diferents estudis han
mostrat déficits després de lesions colinérgiques de 'NBM en tasques com I'aprenentatge
visual discriminatiu (Fine i col., 1997; Ridley i col., 2005; Ridley i col., 1999), la formacio del
learning set (“aprendre a aprendre”) (Bailey i col., 2003) o I'aprenentatge de transferéncia

apetitiu-aversiu (Butt i col., 2003).

Malgrat tot, 'augment de la preferéncia observat en la TSPA després de 'EIC de
I'NBM, podria veure’s afavorit, no només per un benefici sobre I'aprenentatge o la memoria
per se, sind també per una millora de I'atencié dels animals. Tal com s’ha exposat en els
antecedents experimentals, existeix unanimitat sobre el paper de 'NBM, especialment de
les seves projeccions colinérgiques, en la regulacié de la funcié atencional (Wenk, 1997).
Les tasques amb demandes especifiques d’atencié s’han mostrat sensibles a les lesions
colinergiques de I'NBM, principalment aquelles que mesuren atencié sostinguda (com la 5-
CSRT) (Lehmann i col., 2003; McDonald i col., 1996; McGaugh, 2002; Risbrough i col.,
2002; Roberts i Shapiro, 2002) o atencioé dividida (Turchi i Sarter, 1997). Per aquest motiu,
no podem descartar que el tractament d’estimulacié pugui haver facilitat les capacitats
atencionals dels animals, tot i que una interpretacié dels resultats derivada unicament d’'una
facilitacié dels processos atencionals no sembla ser I'explicacié més factible, ja que la

TSPA no té una elevada demanda atencional.

La millora cognitiva observada, independentment que hagi estat a través de
processos atencionals 0 mnemonics, podria ser resultat d’'una augment dels nivells d’ACh
corticals provocats pel tractament d’'EIC de I'NBM. Els parametres d’'EIC que hem utilitzat
soén similars als usats en estudis previs en els quals s’ha demostrat que I'estimulacio de
I'NBM provoca un augment de I'alliberament d’ACh cortical (Rasmusson, 2000), activacio
de 'EEG cortical (Golmayo i col., 2003; McLin i col., 2002a; McLin i col., 2003) i plasticitat
cortical (Miasnikov i col., 2006; Weinberger, 2003; Weinberger, 2004). Per tant, 'augment
de I'ACh cortical mitjangant I'estimulacié de I'NBM sembla ser un factor critic per entendre

dels resultats d’aquest treball.

No obstant, les dades obtingudes podrien no reflectir tnicament un efecte sobre el
flux d’ACh en l'escorga, ja que l'activacié d’altres poblacions neuronals, per exemple la
GABAeérgica, també podrien contribuir als efectes sobre la TSPA (Gritti / col., 2003; Manns i
col., 2003). En aquest sentit, les funcions de les fibres GABAérgiques, les quals podrien

participar també en la induccié de plasticitat neuronal (Jimenez-Capdeville i col., 1997,
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McKinney i Jacksonville, 2005), sembla que també coincideixen amb aspectes executius de

la cognicio (Sarter i Bruno, 2002).

o Analisi de les arees activades per I’EIC de 'NBM a través de I’expressio

de c-Fos.

Els resultats de I'anterior treball confirmaven que I'EIC preentrenament de 'NBM
facilita I'adquisicié de la TSPA, generalitzant, aixi, els efectes facilitadors del tractament
sobre les primeres fases de la formacié de la memoria. Per investigar a través de quines
estructures i vies 'NBM podria modular 'aprenentatge, vam realitzar el segon experiment,
en el qual vam obtenir un mapatge de les arees cerebrals activades després del tractament

d’EIC mesurant I'expressi6 de la proteina c-Fos (Experiment 2).

L’estimulacié de 'NBM va provocar un augment bilateral de I'expressié de c-Fos en
regions prefrontals com el cortex OFC, PL i IL i en algunes regions hipocampals com CA
dorsal i GD ventral. En canvi, no es van observar diferéncies entre grups en I'expressio de
c-Fos a ABL, al GD dorsal, a CA ventral ni al subicle ventral. Cal destacar, que els
subjectes que havien estat estimulats fora de 'NBM no van mostrar diferéncies en
I'expressio de c-Fos respecte els subjectes control, que no havien rebut estimulacié, en cap

de les arees on es va observar un augment de I'expressié de c-Fos deguda al tractament.

Una de les arees que va mostrar un major augment de I'expressié de c-Fos va ser
'OFC, regioé que rep importants projeccions olfactories des de I'escorga piriforme i el talem
medial (Price i col., 1991) i que ha estat fortament implicada en I'aprenentatge olfactori
(Lipton i col., 1999; Otto i Eichenbaum, 1992; Petrulis i Eichenbaum, 2003; Roullet i col.,
2005; Whishaw i col., 1992) i especificament en la TSPA (Ross i col., 2005). En aquest
ultim treball, Ross i col. (2005) van mostrar que la lesio colinérgica de 'OFC, préevia a
'entrenament de la TSPA, impedia I'expressio de la tasca en un test realitzat dos dies
després de 'entrenament, recolzant la idea que I'ACh en aquesta area és essencial per
I'establiment de I'associacié critica entre I'olor del menjar i el CS, del demostrador. En
aquest sentit, les lesions d’OFC també impedeixen la formacié d’altres associacions com la
d’olor i tacte (Whishaw i col., 1992) i la d’olor i gust (Critchley i Rolls, 1996; Rolls, 1997) i, a
més, les neurones d'OFC s’activen selectivament en resposta a associacions particulars
olor-lloc (Lipton j col., 1999). No obstant, també és possible que la deplecié colinérgica a
'OFC hagués provocat un deéficit en la recuperacié i no en l'adquisici6 de la TSPA.
Recolzant aquesta idea, un estudi recent que analitza I'expressié de c-Fos durant
I'execucié de la TSPA mostra com el cortex OFC es va activant de manera progressiva en
tests successius de TSPA, mostrant una tendéncia a I'activacio significativa 2 dies després

de l'entrenament i una major activacié durant el record 21 dies després (Ross i
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Eichenbaum, 2006). Aquest patrd de resultats suggereix, doncs, que 'EIC de 'NBM podria
haver facilitat la TSPA activant estructures com 'OFC que s’han mostrat critiques per

I'adquisicio i/o el record de la TSPA.

Altres regions prefrontals que van mostrar un gran nombre de neurones
immunoreactives per c-Fos després de 'EIC de 'NBM van ser el PL i IL. Aixi doncs,
l'activacié d’aquestes arees induida per I'EIC de I'NBM preentrenament podria haver
contribuit a una millor adquisicié de la TSPA. Malgrat tot, en I'estudi de Ross i Eichenbaum
(2006), el cortex IL no va mostrar diferencies significatives en I'expressié de c-Fos entre
animals que havien estat entrenats a la TSPA i animals controls en cap dels moments de
record en qué van ser avaluats (Ross i Eichenbaum, 2006). Quant el PL, no hi ha estudis
previs que el relacionin directament amb la TSPA, pero s’ha demostrat que la lesio del PF,
que té importants projeccions a PL, impedeix I'aprenentatge de la TSPA (Quiroz-Padilla i
col., 2006). En aquest treball, els autors atribueixen el déficit en la TSPA induit per la lesio
talamica a la deaferenciacié de 'EPFm, ja que la influéncia del PF en l'aprenentatge
s’exerceix mitjangant I'activacié dels circuits prefrontals, necessaris per codificar la
informacié critica i per mostrar flexibilitat conductual (Van der Werf i col., 2003). A més, tal i
com s’ha descrit en els antecedents experimentals, el PL també es relaciona amb el
processament d’olors i 'aprenentatge olfactori (revisat a Heidbreder i Groenewegen, 2003) i
sembla que contribueix a moltes funcions necessaries per I'aprenentatge relacional com la
flexibilitat cognitiva, la memoria de treball i I'atencié (Dalley i col., 2004a; Dalley i col.,
2004b; Dias i Aggleton, 2000; Gisquet-Verrier i Delatour, 2006; Ragozzino i col., 1999a;
Ragozzino i col.,, 2003). Alguna d’aquestes funcions son compartides amb I'NBM
(Chudasama i Robbins, 2004), el qual podria, a través del PL, millorar processos cognitius
necessaris per la TSPA. Per aquest motiu, I'estimulacié de 'NBM podria millorar algunes de
les funcions de I'escorga prefrontal, com a minim aquelles que impliquen la integracié de
les relacions entre estimuls basades en I'experiéncia prévia, permetent I'expressié d’'un

comportament adaptatiu en una situacié nova.

Les dades del present treball mostren també que I'EIC de I'NBM va provocar un
augment de l'expressié de c-Fos a diferents regions hipocampals com CA dorsal i GD
ventral, pero, en canvi, no va afectar la seva expressié a CA ventral, GD dorsal ni al subicle
ventral. Com ja s’ha mencionat anteriorment, la TSPA presenta caracteristiques de
memoria relacional i diferents estudis de lesié indiquen que per la correcta expressié de la
tasca és necessaria la integritat de I'hipocamp (Alvarez i col., 2001; Alvarez i col., 2002;
Bunsey i Eichenbaum, 1995; Clark i col., 2002; Winocur, 1990; Winocur i col., 2001). Aixd
podria indicar que I'activacié de 'NBM modularia aquest tipus d’aprenentatges degut a la

seva accié sobre la formacié hipocampal. No obstant, I'hipocamp no rep projeccions
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directes des de 'NBM essent 'ASM, un altre component del PB, el que envia projeccions
destacades a I'hipocamp. Es possible, doncs, que l'activacié6 de 'NBM hagués afectat
indirectament la funcié hipocampal a través d’altres estructures o per propagacié del
corrent a ’ASM. Malgrat tot, aquestes no son les primeres dades que mostren connexions
entre 'NBM i I'hipocamp. Per exemple, hi ha dades que evidencien que les lesions de
I’'NBM provoquen canvis neurodegeneratius en les fibres molsoses hipocampals i al GD
(Amenta i col., 1991; Panocka i col., 1995) i augmenten la NADPH-diaforasa a les regions
CA1-CA3 de I'hipocamp dorsal (Sabbatini i col., 1999). Les dades obtingudes en el present
treball sén, a més, coherents amb estudis previs que han mostrat un augment en
I'expressio de c-Fos a CA3 dorsal i al GD ventral després d'un test de TSPA realitzat 1.5
hores després de I'entrenament (Countryman i col., 2005b). La participacié de I'’hipocamp
ventral en la TSPA també s’ha posat de manifest en un altre estudi en el qual s’ha mostrat
una activacio del subicle ventral durant el record poc després de l'aprenentatge de la
TSPA, activacié que va disminuint successivament al llarg del temps (Ross i Eichenbaum,
2006). No obstant, els presents resultats no mostren diferéncies estadisticament
significatives en I'expressio de c-Fos al subicle ventral, tot i que els subjectes estimulats a
I'NBM presenten més cél-lules immunorreactives que els controls. Malgrat tot, és sabut que
la funcié hipocampal en la memoria declarativa es manifesta eminentment en la memoria
més a llarg termini, i que I'execucio relacional a curt termini no sembla dependre tant
directament de I'hipocamp (Bunsey i Eichenbaum, 1995). Aixi, les rates amb lesions
hipocampals poden recordar preferéncies alimentaries transmeses socialment fins almenys
15 minuts i en alguns casos fins i tot 2 dies després de I'entrenament (Alvarez i col., 2001;
Bunsey i Eichenbaum, 1995; Clark i col., 2002; Winocur, 1990; Winocur i col., 2001). A
més, I'administracié de c-fos antisentit impedeix la memoria de TSPA a llarg termini quan
s’avalua 2 setmanes després de I'entrenament perd no afecta a la memoria immediata
(Countryman i col.,, 2005a). Per tant, aquesta persisténcia de la memodria immediata
després de les lesions suggereix que estructures o circuits extrahipocampals, com el
prosencefal basal o I'escorga prefrontal, podrien emmagatzemar I'associacié dels estimuls

olfactius, almenys, durant unes hores (Roberts i Shapiro, 2002).

L’EIC de 'NBM no va modificar, en canvi, I'expressio de c-Fos a ABL, tot i que les
neurones de I'NBM proporcionen la principal innervacioé colinérgica a 'amigdala (Mesulam i
col., 1983b). Una possible explicacié per aquest sorprenent resultat és que la intensitat del
corrent d’estimulacié no sigui la més apropiada per poder activar 'amigdala. El parametres
d’EIC usats en el present treball sén similars als usats en altres estudis on s’han mostrat un
augment de lactivitat cortical deguda al tractament (Rasmusson, 2000). Per tant, és

possible que no siguin els més adequats per activar 'amigdala ja que les neurones
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corticopetals i amigdalopetals difereixen neurobioldogicament en alguns aspectes i, per tant,
podria ser que també diferissin en la seva neurofisiologia. Els mecanismes d’aprenentatge i
memoria relacionats amb el menjar i les conseqliéncies de la seva ingesta depenen, en
part, de l'amigdala ja que aquesta s’ha mostrat important per comportaments
d’aprenentatge classic relacionats amb el gust i I'olfacte (veure Wang i col., 2006). A més,
tal com s’ha descrit en els antecedents experimentals, sembla que ABL també és una
estructura necessaria per I'adquisicio de la TSPA (Wang i col., 2006), tot i que no tots els
treballs coincideixen (Burton i col., 2000). No obstant, tenint en compte els parametres
d’estimulacié usats i els resultats en I'expressio de c-Fos obtinguts, el nostre tractament
hauria afavorit I'adquisicio inicial de la tasca sobretot a través de les seves projeccions
corticals i que, per tant, circuits localitzats a I'EPF podrien haver codificat I'associacié més

transitoria entre els estimuls en la tasca de TSPA.

Finalment, si bé és cert que I'is d’estimulacié eléctrica no ens permet discernir entre
I'estimulacio dels cossos neuronals i els axons de pas, el fet que els efectes en I'expressio
de c-Fos siguin especifics de la regié estimulada i que els resultats observats siguin tan
similars entre els subjectes estimulats al voltant, perd fora, de 'NBM i els controls, ens

suggereix que I'estimulacié ha estat restringida a 'NBM.
o Implicacié de la transmissié muscarinica de I’escorga PL en la TSPA.

Els resultats dels experiments anteriors ens suggerien que en el procés de facilitacio
de la TSPA hi podrien estar involucrades diverses regions corticals de 'EPF, especialment
l'escorga PL. Per investigar aquesta hipdtesi vam portar a terme el tercer experiment
(Treball 2) en el qual vam bloquejar els receptors colinérgics del PL amb escopolamina per
estudiar si la alliberacié d’ACh en aquesta regio del cervell era critica per a I'aprenentatge
de la tasca. Els resultats obtinguts aixi ho van confirmar, ja que el bloqueig muscarinic
preentrenament va impedir severament I'expressié de la tasca immediatament després de

I'entrenament, déficits que es van mantenir 24 hores després.

Tenint en compte que la TSPA és una tasca que requereix una bona discriminacio
olfactoria, era important descartar que els déficits observats no fossin deguts a un
impediment en la deteccié de I'aroma dels aliments provocat per la infusié d’escopolamina
al PL. Les dades del nostre experiment, perod, no recolzen aquesta opcid ja que els animals
que havien rebut escopolamina i els que havien rebut la solucié vehicle no van mostrar
diferéncies significatives en la laténcia per trobar una galeta enterrada en el test de
percepcié olfactoria. Aixd suggereix, doncs, que la infusié d’escopolamina al PL no afecta la
capacitat olfactoria dels animals, i que per tant, els déficits observats no sén deguts a una

disminucié de la percepcié olfactoria. Aquests resultats coincideixen, a més, amb els
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obtinguts en un estudi previ on es mostrava que I'administracio sistémica de diferents dosis
d’escopolamina no provocava alteracions en la deteccid olfactoria en rates (Doty i col.,
2003).

Com ja s’ha comentat ampliament en el primer treball, els resultats obtinguts en la
TSPA podrien ser deguts a factors secundaris no derivats essencialment d’'un déficit en
I'aprenentatge. No obstant, les infusions locals d’escopolamina al PL no van afectar altres
mesures diferents del percentatge de preferéncia pel menjar entrenat que podrien haver
confos els resultats. Per exemple, no es van mostrar diferéncies entre grups en diverses
mesures d’interaccio social com les ensumades al musell, al cos o a la zona anogenital i
tampoc es va detectar cap correlacié entre aquestes mesures i el percentatge de menjar
entrenat consumit. Els déficits en la TSPA observats en el present treball tampoc semblen
relacionats amb una reduccié en la motivaci6 per menjar, ja que no es van observar
diferéncies significatives entre els subjectes que havien rebut escopolamina o vehicle en el
consum total de menjar en cap dels dos tests realitzats. Aixi mateix, tampoc es van
observar diferéncies en la capacitat exploratoria o en el comportament motor dels animals,
doncs ambdéds grups van mostrar un grau similar de grooming durant les interaccions i van

pujar el mateix nombre de vegades als pots de menjar durant els tests.

D’altra banda, una interpretacié alternativa als déficits observats en la TSPA és que
la infusid6 d’escopolamina hagués produit una reaccié antineofobica i que, per tant, els
subjectes que havien rebut escopolamina augmentessin el consum de menjar no entrenat
pel fet de contenir una olor nova. No obstant, com ja s’ha comentat anteriorment, 'augment
d’ACh cortical produeix accions antineofobiques (Sienkiewicz-Jarosz i col., 2000). Per
aquest motiu, el bloqueig colinérgic si tingués algun efecte sobre la neofdbia, aquest seria
augmentant-la, afavorint aixi, el consum de menjar entrenat, fet que les nostres dades no
recolzen. En el nostre estudi, els animals que havien rebut escopolamina no van consumir
més menjar no entrenat en el test ja que el seu consum va ser al nivell d’atzar (50%). A
meés, en ambdds grups, el consum de menjar familiar no aromatitzat durant el periode de
prentrenament no va ser diferent del consum de menjar nou que havia estat aromatitzat

amb cacau i canyella (menjar total en el test).

Per tant, les dades del present treball confirmen la participacié de la transmissio
muscarinica del PL en la TSPA, especialment en la seva adquisicid ja que els déficits
s'observen ja en el test immediat. Es probable que el bloqueig muscarinic durant
I'entrenament de la TSPA hagi impedit la correcta formacio inicial de I'associacio entre I'olor
del menjar i el CS; del demostrador i que, per tant, el posterior record hagi estat deficient.
Aixi doncs, el bloqueig colinérgic en el PL ha provocat déficits similars als que s’havien

observat amb interrupcions colinérgiques corticals més generals, provocades per lesions
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amb 192lgG-saporina de 'NBM (Vale-Martinez i col., 2002a), suggerint que la deplecid
colinérgica de I'NBM podria ser suficient per afectar la transmissié muscarinica en arees de
'EPF com el PL.

Entre els possibles mecanismes subjacents al déficit en I'adquisicido de la TSPA
degut a la infusid6 d’escopolamina, creiem que el bloqueig muscarinic ha impedit les
funcions del PL que normalment afavoreixen I'aprenentatge relacional, com la flexibilitat
cognitiva, I'atencié i/o la planificacié estratégica. En aquest sentit, s’ha demostrat que els
ratolins knock-out pel receptor muscarinic M2 mostren déficits de flexibilitat cognitiva,
memoria de treball i plasticitat sinaptica (Seeger i col., 2004). A banda, les tasques que
requereixen altes demandes de flexibilitat cognitiva son sensibles a les lesions
colinérgiques de I'NBM (Cabrera i col., 2006), fet que suggereix que els déficits observats
en l'adquisicio de la TSPA després de les lesions colinérgiques de 'NBM (Vale-Martinez i
col., 2002a) podrien reflectir un déficit relacionat amb aquest procés cognitiu. Per aquest
motiu, 'NBM podria estar implicat en la flexibilitat cognitiva necessaria per la TSPA,

possiblement actuant a través de la seva influéncia sobre el PL.

No obstant, una altra possibilitat és que I'escopolamina al PL hagués bloquejat
'aprenentatge de la TSPA alterant processos atencionals, és a dir, disminuint la capacitat
de l'animal d’atendre als estimuls i per tant impedint la correcta associacié d’olors
necessaria per la tasca. Tal com s’ha exposat en els antecedents experimentals, les
neurones colinérgiques del cortex PL s’han relacionat ampliament amb processos
d’atencié (Chudasama i col., 2003; Dalley i col., 2001; Dalley i col., 2004b; Gill i col., 2000;
Passetti i col., 2000), i, concretament els receptors muscarinics s’ha vist que son
necessaris en tasques d’'alta demanda atencional (Chudasama i col., 2004; Williams i col.,
1999). Per aquest motiu, s’ha proposat que laugment de [lactivitat colinérgica,
probablement a través dels receptors muscarinics, contribuiria als processos atencionals en
I'EPF (Sarter i col., 2006).

Les esmentades funcions d’atencié i flexibilitat relacionades amb PL sén
necessaries per altres operacions de I'EPF com la planificacié o I'organitzacioé de diferents
accions (Gisquet-Verrier i Delatour, 2006). Segons Winocur i Moscovitch (1999), la TSPA
implica planificacié estratégica, ja que requereix que els subjectes seleccionin una dieta
especifica entre varies alternatives basant-se en I'experiéncia passada. Per aquest motiu,
els déficits observats en el present treball podrien reflectir problemes generals en la
planificacié d’estratégies. En conjunt, doncs, els resultats d’aquest tercer experiment
suggereixen que el cortex PL empra la modulacié muscarinica per funcions cognitives com
la flexibilitat, I'atencié o la planificacié d’estratégies les quals so6n necessaries en el

processament d’'informacié per la correcta expressié de la TSPA.
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o Implicacié de les projeccions colinérgiques de ’NBM al PL en la TSPA.

Tal com hem suggerit al llarg de la present discussio, els nostres resultats son
coherents amb el paper del sistema colinérgic en el processament d’'informacié olfactoria i
en la memoria de reconeixement social. Diversos experiments han revelat un deteriorament
de la memoria olfactoria i de reconeixement social en diferents paradigmes experimentals
després de practicar lesions colinérgiques del PB (Ferreira i col., 2001; Linster i col., 2001;
Vale-Martinez i col., 2002a) o de 'OFC (Ross i col., 2005), i de bloquejar 'ACh amb
antagonistes muscarinics (De Rosa i Hasselmo, 2000; Fletcher i Wilson, 2002; Hunter i
Murray, 1989; Ravel i col., 1994; Saar i col., 2001). A més, facilitant la transmissio
colinérgica amb injeccions d’ACh o amb agonistes colinérgics s’ha aconseguit millorar
'aprenentatge discriminatiu olfactori de diferents tasques (Doty i col., 1999; Saar i col.,
2001).

Els resultats obtinguts en la present tesi recolzen la hipdtesi colinérgica de
Hasselmo i McGaughy (2004) en la qual es proposa que és necessari que hi hagi nivells
elevats d’ACh en el cortex per establir les condicions apropiades per els processos
d’atencié i codificacid que soén necessaris per un aprenentatge optim. Segons els autors,
I’ACh potencia la resposta cel-lular als inputs sensorials que arriben al cortex, mentre que al
mateix temps, disminueix la possibilitat d’interferéncia d’altres representacions corticals
formades préviament. Per tant, si aquesta hipotesi és certa, 'augment d’ACh cortical
(mitjancant 'EIC de I'NBM) hauria millorat la capacitat dels animals per codificar nova
informacié com l'associacié d’olors necessaria per la tasca de la TSPA. D’altra banda, el
bloqueig de la funcié colinérgica cortical (mitjangant la infusié d’escopolamina al cortex PL)

hauria pogut impedir aquesta associacio.

Malgrat tot, a part de la modulacié colinergica cortical, altres vies colinérgiques
s’han mostrat importants per I'aprenentatge i la memoria de la TSPA, com el sistema SM-
hipocamp. No obstant, tal com hem comentat anteriorment, sembla que el sistema
colinérgic hipocampal seria més necessari per la consolidaciéo i el record de nova
informacié adquirida de TSPA que no per la seva adquisicid, en canvi, el sistema colinérgic
cortical sembla que seria més essencial per I'adquisicio de la tasca (Ross i col., 2005; Vale-
Martinez i col., 2002a). Aquests resultats coincideixen amb els diferents treballs que
mostren que les lesions de I'hipocamp afecten la retencié realitzada 24 hores després de
I'entrenament perd que no afecten I'adquisicio de la TSPA, ja que els subjectes amb lesions
a I'hipocamp realitzen correctament un test de retencié immediata (Bunsey i Eichenbaum,
1995; Clark i col., 2002; Winocur, 1990; Winocur i col., 2001). Tots aquests resultats,
juntament amb els obtinguts en el present treball, suggereixen que diferents regions

cerebrals contribuirien de manera diferenciada en la formacié de l'aprenentatge i la
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memoria de la TSPA. Cal indicar, perd, que el present treball no es va dissenyar per
estudiar el paper diferencial dels receptors muscarinics en diferents regions cerebrals, tot i
que aquest seria un aspecte interessant a estudiar per tal d’entendre el paper de regions

especifiques en I'aprenentatge i el record de la TSPA.
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VI. CONCLUSIONS

1. L’EIC de 'NBM aplicada preentrenament facilita 'aprenentatge de la tasca
de TSPA avaluada tant en un test immediat com 24 hores després de

I’entrenament.

2. L'efecte observat és cognitiu ja que no es veuen afectades altres variables
com la motivacio pel menjar, canvis en la neofobia, el grau d’interaccié social o

I'activitat motora/exploratoria.

3. L'efecte facilitador de I'adquisicié es pot atribuir a una millora en la
codificacié inicial dels estimuls o en la formacié inicial de I'associacié entre els
dos principals estimuls de la tasca, I'olor del menjar i el component de l'alé de

I'animal demostrador (CS.).

4. L'estimulaci6 de 'NBM augmenta I'expressié de c-Fos bilateralment en
regions prefrontals com el cortex OFC, PL i IL i en algunes regions hipocampals
com CA dorsal i GD ventral. En canvi, no afecta la seva expressié a 'ABL, al GD
dorsal, a CA ventral ni al subicle ventral. Les regions prefrontals i hipocampals
activades coincideixen amb arees que s’han mostrat rellevants per la memoria
associativa d’olors (Ross i Eichenbaum, 2006; Ross i col., 2005) suggerint que

la contribucié de 'NBM a la TSPA podria estar mitjiancada per aquestes arees.

5. Tenint en compte que I'hipocamp participa en la consolidacié6 més que en
l'adquisicié de la TSPA, és probable que la facilitacié observada hagi estat

produida principalment a través de regions corticals.

6. L’antagonisme muscarinic del PL realitzat abans de I'entrenament de la
TSPA, impedeix el record de la tasca immediatament i 24 hores després de

I'aprenentatge.

7. Els resultats obtinguts pel bloqueig muscarinic suggereixen que el cortex PL
podria usar la modulacid6 muscarinica per operacions cognitives com la
flexibilitat, I'atencid i la planificacié estratégica, funcions importants per la

correcta expressio de la TSPA.
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En conclusio, les dades presentades en aquesta tesi confirmen el paper de 'NBM
en l'aprenentatge d’una tasca relacional de TSPA, que es podria produir a través de les
seves projeccions colinérgiques a una area de I'EPF, el cortex PL. Aquests resultats
suposen una generalitzacio dels efectes facilitadors de 'EIC de 'NBM en les fases inicials
de I'aprenentatge i la memoria, ja apuntats en altres tasques com I'EV2. Aixi mateix, les
dades obtingudes impliquen una ampliacié de les arees de I'EPF que participen en la

TSPA, ja que previament ja s’havia mostrat la implicacié de 'OFC.
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Agraiments

Arribats a aquest punt, només em queda agrair-vos a tots els que heu fet possible la

realitzacié d’aquesta tesi I'ajuda que he rebut al llarg de tot aquest temps. La tesi

presentada ha estat molt més que un seguit d’experiments i resultats, i heu estat molts els

que cada dia heu fet que hagi valgut la pena haver comencgat aquest viatge. Per aixo,

només volia donar-vos les gracies a tots vosaltres, tant els que des de dins com des de fora

del laboratori, heu fet que avui hagi arribat fins aqui. Als qui ja no els hi puc agrair, em

quedo amb el record de les bones estones i els moments compartits.

També voldria donar les gracies de manera especial ...

Quan surts per fer

el viatge cap a ltaca

has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.

Has de pregar que el cami sigui llarg,
que siguin moltes les matinades

que entraras en un port

que els teus ulls ignoraven,

i vagis a ciutats

per aprendre dels que saben.

Tingues sempre al cor la idea d'ltaca.

Has d‘arribar-hi, és el teu desti,
pero no forcis gens la travessia.

Es preferible que duri molt anys,
que siguis vell quan fondegis la illa,

ric de tot el que hauras guanyat fent el cami
sense esperar que el doni més riqueses.

itaca t'ha donat el bell viatge,
sense ella no hauries sortit.

| si la trobes pobre, no és que ltaca
t'hagi enganyat.

Savi, com bé t'has fet,

sabras el qué volen dir les ltaques.

Konstandinos Kavafis

A les meves directores,
la Dra. Anna Vale Martinez i

la Dra. Margarita Marti Nicolovius,

per la seva ajuda i dedicacio constant.
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