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1. El cerebro envejeciendo

1.1. Definir el envejecimiento

Existen mltiples factores a tener en cuenta a la hora de definir el envejecimiento. De
forma general, se define el envejecimiento como el conjunto de modificaciones morfoldgicas y
fisiolégicas que aparecen en el organismo como consecuencia de la accion del tiempo. Existen
varios pardmetros mediante los que se puede medir el envejecimiento, siendo la edad el
preferido en la mayoria de casos. No obstante, la edad se puede aplicar a diferentes tipos de
envejecimiento, lo que vuelve la medida un tanto ambigua sin un contexto mas especifico. Por
ejemplo, existe un envejecimiento probabilistico (Grafenhofer y cols., 2006) que hace referencia
a aquellos cambios que la edad puede provocar en unos sujetos y no en otros, en un sentido
mas sociodemografico que biolégico. Para evitar confusiones de este tipo, en este trabajo
«envejecimiento» se refiere al envejecimiento cronoldgico, siendo la edad en afios, meses o
semanas a partir del nacimiento, las unidades elegidas como marco de referencia.

La Organizaciéon Mundial de la Salud define la esperanza de vida como «el ndmero
medio de afios que una persona puede prever que vivira [...] teniendo en cuenta las tasas de
mortalidad y la distribucion de la prevalencia de los problemas de salud en la poblacion en ese
momento». En los humanos, la esperanza de vida varia en funciéon de la distribucion
demogréfica: en el caso de sociedades industrializados, la esperanza de vida media se sitia en
los 82 afios en paises como Espafa y Australia, y 79 afios en otros como EE.UU. y Dinamarca
(Datos de la OMS correspondientes al afio 2009), en contraposicion de otros como India (65
afos) o Afganistan (48 afios). Las medidas de mortalidad, como la esperanza de vida y las tasas
de mortalidad, entre muchas otras, se han utilizado extensamente como indicadores de salud de
las poblaciones. Sin embargo, una baja mortalidad o la mera supervivencia no son forzosamente

sinonimos de buena salud, y los indices de mortalidad al uso pierden sensibilidad para reflejar
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las condiciones sanitarias a medida que las poblaciones envejecen y aumentan su longevidad de
acuerdo con el proceso de transicién demografica (OMS, 1984), de modo que surgen otros
parametros. Ya en 1971 Omran, describi6 de una manera genérica el paso desde una
preponderancia de las defunciones por enfermedades infecciosas hacia un escenario con mayor
peso relativo de las causas crénicas y degenerativas de muerte, que ademas van
concentrandose en edades progresivamente mas avanzadas (Omran, 1971).

Con estas consideraciones, podriamos realizar un primer intento de definir el
envejecimiento como un proceso multidimensional e irreversible que recoge los cambios
acumulados ocurridos en un organismo con el paso del tiempo, desde el momento de su
nacimiento. Dentro de todas las variables fisioldgicas y conductuales que se ven afectadas por
este fendmeno, el debate aqui se centra principalmente en el envejecimiento cerebral y sus
consecuencias sobre la conducta. Segun la Asociacién Norteamericana de Enfermeria
Diagndstica (NANDA, por sus siglas en inglés), el envejecimiento se podria definir como «el

deterioro funcional progresivo de naturaleza fisica y cognitiva» (NANDA, 2011).

1.2. Envejecimiento cerebral fisioldgico y envejecimiento cerebral patoldgico

En los ultimos afios ha habido grandes avances en la conceptualizacion de la demencia
y el deterioro cognitivo que ocurren en la vejez. En particular, este Ultimo podria entenderse
como un continuum, con una distincién entre demencia y diferentes grados de gravedad en el
déficit cognitivo. Una variedad de términos y etiquetas diagnésticas se utilizan para describir
multiples estados a lo largo del espectro del deterioro cognitivo en la vejez, entre los que se
incluyen la demencia, el deterioro cognitivo leve (DCL) y el declive cognitivo asociado con la
edad (Burns y Zaudig, 2002). Los limites entre estos diferentes estados no estan claros
totalmente, y varian dependiendo de las definiciones particulares que se aplican (Yankner,
2008). De manera generalizada, el envejecimiento implica una pérdida de ciertas funciones

cognitivas, como mera consecuencia del proceso normal del paso de los afios (Ritchie y cols.,
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1996; Laursen, 1997). La dificultad estriba en delimitar en qué medida ese deterioro cognitivo es
debido a un proceso normal 0 a un proceso patolégico.

Como proceso resultante del paso del tiempo, el envejecimiento no esta exento de
vulnerabilidades. Y los motivos y matices por los cuales puede verse comprometido son muchos,
siendo diferentes las consecuencias y circunstancias de cada uno. Por este motivo, a la hora de
tratar las patologias del sistema nervioso central (SNC) asociadas al envejecimiento es
fundamental distinguir entre unas y otras. Como se ha mencionado, el envejecimiento normal
implica una pérdida gradual, mas o menos significativa (segun individuos) de habilidades
cognitivas como la memoria, la velocidad en el procesamiento de la informacién o las habilidades
visuoespaciales (Bartrés-Faz y cols., 1999). Sin embargo, debido a las complicaciones,
dificultades y malestar que puede generar, entre todos estos cambios, el mas llamativo es el
deterioro en la memoria. Los problemas en la memoria a edad avanzada no sélo resultan
molestos por los inconvenientes que causan en si mismos, sino que por lo general disparan
cierto grado de alarma, debido al conocimiento popular de que puede ser un sintoma de
demencia (Bishop y cols., 2010; Albert, 2011).

El envejecimiento en los humanos viene acompafiado de cambios cerebrales a nivel
estructural y neurofisiolégico, asi como junto a grados variables de déficit cognitivo (Bishop y
cols., 2010). Estudios de neuroimagen funcional han sido capaces de aportar datos significativos
para la comprension de este decaimiento en la actividad, y cdmo se producen estos cambios
(Rodrigue y Raz, 2004; Bishop y cols., 2010). En concreto, lo que estos estudios parecen indicar
es que regiones separadas del cerebro que interactian para sobrellevar funciones cognitivas
superiores se comportan de manera mas descoordinada con la edad, lo que sugiere una pérdida
de la funcién cerebral de las personas de mayor edad (Andrews-Hanna y cols., 2007). Resulta
importante sefialar que esta reduccidn en la coordinacién de la actividad cerebral esta asociada

a una ejecucion pobre en varios dominios cognitivos (Andrews-Hanna y cols., 2007). Y que
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ademas de estar menos integrada, la actividad neuronal se vuelve menos localizada en algunas
regiones cerebrales (especialmente en la corteza prefrontal) como respuesta a tareas de control
ejecutivo (Cabeza, 2002; Park y Reuter-Lorenz, 2009). Por el contrario, las personas jovenes
(adultas) activan regiones mas concretas de este area prefrontal del cerebro para llevar a cabo
las mismas tareas, integrandolas con otras mas cercanas, como la corteza somatosensorial 0 el
area ventromedial (Park y Reuter-Lorenz, 2009). Las personas de edad que muestran actividad
dispersa despliegan un mejor grado de ejecucion que personas de su misma edad con una
actividad mas localizada, apoyando la idea de que la dispersién de la actividad podria estar
funcionando a modo de mecanismo de compensacion (Cabeza, 2002; Cabeza y cols., 2002).
Estos resultados sugieren que la biologia cerebral de los sistemas de orden superior se ve
alterada de manera significativa en un proceso de envejecimiento normal, sin la aparicion de
ninguna enfermedad. Se ha sugerido que este deterioro podria deberse a la disrupcion de las
fibras mielinizadas que conectan las distintas regiones corticales (Andrews-Hanna y cols., 2007).
Asi, aunque la pérdida neuronal es minima en la mayoria de &reas de la corteza en el
envejecimiento normal (Yankner y cols., 2008), se ha demostrado que los cambios en la
fisiologia de las sinapsis de las neuronas envejecidas pueden contribuir a la alteracion de la
conectividad y la integracién de la informacion (Bishop y cols., 2010). Es mas, varios estudios
genéticos realizados en humanos y animales muestran cambios significativos en la expresion de
varios genes vinculados a las sinapsis (Lu y cols., 2004; Fraser y cols., 2005; Loerch y cols.,
2008). Por ejemplo, se ha demostrado que en la corteza prefrontal tanto de humanos como de
primates no humanos, los genes implicados en la neurotransmisién inhibitoria mediada por
GABA aparecen con una marcada regulacién a la baja en funcién de la edad (Loerch y cols.,
2008), lo que sugiere un posible aumento del desequilibrio excitatorio-inhibitorio en Ila

neurotrasnsmision (Loerch y cols., 2008). Este cambio podria predisponer al individuo a
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procesos de excitotoxicidad, y una patologia neurodegenerativa podria explicar la alta actividad
neuronal en la corteza prefrontal que se ve en las personas de edad avanzada (Fakhri, 2012).
Una cuestion central es de qué manera estos cambios funcionales, que aparecen en la
mayoria de individuos seguin se hacen mayores, estan claramente diferenciados de procesos
patolégicos asociados con trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer
(EA). Por un lado, el envejecimiento normal estd asociado con una disminucién de la actividad
metabdlica en el subiculo y en el giro dentado, mientras que esta misma disminucién encontrada
en la corteza entorrinal parece que podria ser un indicador temprano de EA (Small y cols., 2002).
Estudios con resonancia magnética por imagen funcional (fMRI) sugieren que una disminucion
en la actividad del hipocampo y &reas corticales asociadas pueden servir como marcadores de
envejecimiento patolégico (Yankner y cols., 2008). Por otro, a nivel histopatoldgico, la pérdida
neuronal, que comienza en la corteza entorrinal y en la regién CA1 del hipocampo, junto con la
pérdida de volumen en el Iébulo temporal medial, puede ser un distintivo del Alzheimer asociado
con el envejecimiento (Price y cols., 2001; Rodrigue y Raz, 2004). Sin embargo, marcadores
patolégicos de la EA que pueden relacionarse con el déficit cognitivo, como la reduccion de las
sinapsis 0 el aumento de las placas seniles, también pueden hallarse en sujetos mayores que no
presentan alteracion en sus funciones. Por este motivo, para entender las diferencias entre la EA
y el envejecimiento cerebral normal, es necesario un conocimiento mayor de los mecanismos de

accion subyacentes al proceso de envejecimiento.

1.3. Rutas intactas en el cerebro envejecido

Estudios de genética durante el envejecimiento de distintas especies han descubierto
algunas categorias funcionales conservadas en genes con cambios en su expresion
dependientes de la edad (Price y cols., 2001; Yankner y cols., 2008). Particularmente, muchos
de estos estudios aportan pruebas de reduccion de la funcion mitocondrial durante el

envejecimiento. Es mas, la menor expresion de genes implicados en el metabolismo energético
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mitocondrial podria ser mas significativa en personas con deterioro cognitivo y EA (Blalock y
cols., 2004; Liang y cols., 2008; Miller y cols., 2008). A pesar de las claras evidencias de
conservacion de algunas rutas y huellas en la expresién génica, un estudio que comparaba
directamente la expresién génica durante el envejecimiento en cerebros de raton, Macaca
rhesus y de humanos, sefialaba importantes divergencias evolutivas (Loerch y cols., 2008).
Aunque en las tres especies se encontraron mas de 150 genes susceptibles de cambios en su
expresion debidos a la edad, no todos cambiaban su expresion en el mismo sentido. Una parte
significativa de los 150, principalmente con papeles en la funcidén neuronal, se vieron regulados a
la alta en ratones, pero regulados a la baja en humanos. Esta diferencia sugiere un cambio
evolutivo hacia la represién de varios genes asociados a la funcién neuronal durante el
envejecimiento. Ademas, estudios bioquimicos y estereoldgicos de contaje neuronal en corteza
de humanos mayores sugieren que no es probable una pérdida neuronal (Yankner y cols., 2008;
Loerch y cols., 2008). Dado que en comparacién con otras especies de mamiferos, varios
trastornos neurodegenerativos (entre ellos la EA) parecen manifestarse de forma preferente en
los humanos, es necesario tener en cuenta la posible contribucién de la evolucién en los
cambios en la expresion génica.

Los datos epidemiolégicos indican que la EA es la causa mas frecuente de demencia en
la vejez (Fig. 1). Sin embargo, se ha observado que marcadores de la patologia de Alzheimer
pueden estar presentes en una proporcién importante aun en personas sin estados de
demencia, y que la presencia de placas acumuladas de proteina 3-amiloide (BA) y de ovillos
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada (NFTs, por sus siglas en inglés), no es factor

suficiente para provocar este estado (Stott, 2006).
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Fig. 1. Progresion de la neuropatologia en el envejecimiento y la EA. La figura muestra la
distribucién neuroanatémica de las placas de BA, los NFTs y la pérdida neuronal durante el
envejecimiento normal, el DCL y la EA. En sujetos cognitivamente intactos, las placas pueden
aparecer en las zonas del cortex prefrontal y el hipocampo, mientras que los NFTs se localizan
principalmente en la corteza entorrinal. E1 DCL se caracteriza por la pérdida neuronal en la segunda
capa de la corteza entorrinal y la region CAl, y estd frecuentemente acompafiado por un
incremento en la distribucion de placas y NFTs. Ambas, tanto las placas como los NFTs estan
ampliamente distribuidos en la EA, aunque de forma mas variable. Sin embargo, la extension de la
pérdida neuronal y de las sinapsis correlaciona con el grado de demencia. (Adaptado de Yankner y
cols., 2008)
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2. Patologias asociadas al envejecimiento: deterioro cognitivo

leve y enfermedad de Alzheimer

En el envejecimiento normal, la pérdida progresiva de ciertas funciones cognitivas es un
fenémeno comun. En este sentido, parece claro que el envejecimiento es el primer factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, no todas las
enfermedades neurodegenerativas presentan el mismo grado de prevalencia ni gravedad. De
entre ellas, la EA es la mas extendida, y sus consecuencias resultan muy incapacitantes, pero
existen otras alteraciones neurodegenerativas que comparten ciertos sintomas con ella, como el
DCL. A pesar de poseer una etiopatogenia y mecanismo subyacente diferente de la EA, el DCL
puede aparecer también como un periodo pre-demencia (Schliebs y Arendt, 2011), aunque no
necesariamente.

La EA es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por una pérdida progresiva
e incapacitante de funciones cognitivas, conductuales y sociales (Sadowsky y Galvin, 2012),
siendo la memoria la primera y més afectada de estas cualidades. Al no conocerse las causas
de esta enfermedad, la EA no tiene cura, aunque si es posible mejorar la capacidad cognitiva de
los pacientes y frenar el progreso de la enfermedad (Dominguez y cols., 2011). Sin embargo,
como en la mayoria de las patologias, el diagnostico precoz es uno de los factores clave para
poder aplicar estas estrategias (Ballard y cols., 2011a). Desafortunadamente, el diagnéstico
precoz es, a su vez, una de las dificultades mas limitantes de la EA, debido principalmente a que
todavia existen pocas pruebas diagnosticas precisas: la mas eficaz es mediante un examen post
mortem; otra es a partir de la manifestacion de los primeros sintomas, representados en la
mayoria de casos por evidencias de deterioro cognitivo, lo cual resulta en muchos casos un

punto de no retorno para el tratamiento (Waldemar y cols., 2007; Ballard y cols., 2011a).
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La EA progresa de forma insidiosa hasta que los sintomas se manifiestan y la memoria y
otros dominios cognitivos como la orientacién, resolucién de problemas o incluso cambios en la
personalidad, se hacen evidentes. En muchos casos, cuando el deterioro evoluciona los
pacientes no son capaces siquiera de cuidar de si mismos y requieren de otras personas para
recibir cuidados continuos (Haak y Peters, 2004). Aun asi, existe una serie de alternativas
farmacoldgicas y psicolégicas que aplicadas en diferentes etapas del proceso, tienen como
objetivo anticiparse a la pérdida funcional. No obstante, estas alternativas se centran en la
sintomatologia, por lo que se vuelve necesario un entendimiento mayor sobre la causa de esta
enfermedad y su progresion natural si se quiere entender cuando y cémo tratarla de la manera
mas efectiva posible.

Existen varios enfoques para el estudio de la EA, incluidos los basados en modelos
celulares (Moghekar y cols., 2011; Leuner y cols., 2012). Sin embargo, a pesar de que estos
modelos pueden ser muy Utiles para los mecanismos moleculares que subyacen a la
sintomatologia, hay una gran brecha entre las conclusiones deducidas de ellos y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Por otro lado, el uso de especies animales puede
contribuir no sélo a la comprension de las caracteristicas celulares y fisiopatoldgicas de la EA,
sino servir también para reproducir ciertos déficits cognitivos observados en los pacientes.
Ciertamente, esto resulta un enfoque mas ecoldgico y adecuado; mas acertado para la
apreciacion de las diferentes caracteristicas del trastorno. En este sentido, se podria decir que
un modelo animal es tan bueno como su capacidad para imitar tanto las condiciones
fisiopatologicas como la evolucion de los sintomas conductuales (en caso de existir) de
determinada alteracion. Por lo tanto, es fundamental que tales modelos sean capaces de medir
la funcion cognitiva y comportamental de una manera precisa y fiable. En el intento de reproducir
la patologia de Alzheimer, se han generado gran numero de estos modelos animales, siendo los

roedores la especie preferida para este fin (Hock y Lamb, 2001; Spires y Hyman, 2005), logrando
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algunos avances prometedores (Muhammad vy cols.,, 2008; Small y Duff, 2008).
Desafortunadamente, tal y como multiples estudios demuestran, los marcadores patoldgicos
tipicos de la EA estan ausentes de forma natural en roedores, lo que hace necesario la
produccion de animales transgénicos que sobre expresen la proteina humana precursora de
amiloide (APP) (Oddo y cols., 2003), o realizar inyecciones intracerebrales de agregados de fA
(Rosen y cols., 2012) para lograr estados homoélogos de la enfermedad. Asi, en las Ultimas
décadas, el nimero de modelos transgénicos que se han desarrollado ha aumentado
notablemente, ampliando las alternativas y apuntando a las caracteristicas que mas
significativamente se identifican dentro de los trastornos neurodegenerativos asociados a la edad
(German y Eisch, 2004; Gotz y cols., 2004). Si bien estos modelos también presentan diversas
dificultades que limitan su valor translacional, como es la necesidad de utilizar modelos que
requieren la manipulacion externa, lo cual resulta un inconveniente desde el punto de vista

ecoldgico.

2.1. Hipétesis de la cascada amiloidea

En el campo de la neurociencia, el estudio de los trastornos neurodegenerativos es una
de las principales areas de interés, siendo el desarrollo de terapias y estrategias de intervencion
uno de los focos de atencion primarios relacionados con el tema. Sin embargo, para lograr este
objetivo es esencial comprender el origen de su etiologia y su etiopatogenia, asi como su
progreso a través de diferentes mecanismos celulares, y como estos afectan los procesos
cognitivo-conductuales.

La hipétesis de la cascada del péptido BA es desde hace mas de dos décadas una de
las fuentes mas fructiferas para el desarrollo de hipétesis acerca de la etiopatogenia de la EA.
De acuerdo con esta hipétesis, el aumento de proteina BA es el disparador para la aparicién del
resto de las caracteristicas patolégicas de la enfermedad, incluyendo la hiperfosforilacién de tau,

la formaciéon de NFTs, la disfuncion sinaptica y la muerte neuronal (Ballard y cols., 2011a).
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Segun esta propuesta, la acumulacion de PA es el desencadenante patoldgico inicial de la
enfermedad. Esta acumulacién, provocara la formacion de las placas seniles, la muerte neuronal
y, finalmente, la demencia que acompafia a la EA. No obstante, no es extrafio encontrar
acumulacion de placas que contienen fragmentos de PBA en la corteza cerebral de sujetos
mayores sanos (Ferrer, 2012). En este sentido, el hecho de que existan placas en ausencia de
sintomas cognitivos es un punto a favor de la idea de que a pesar de que si contribuye
claramente a los mecanismos subyacentes de la patologia, la acumulacién amiloide es sélo un
factor de entre tantos otros situados en la base del trastorno (Ferrer, 2012; Nelson y cols., 2012).

La APP pertenece a un subtipo de glicoproteinas transmembrana que se expresan por
todo el sistema nervioso, en diferentes tipos de células. La fraccion N-terminal de la APP puede
bien proyectarse hacia el dominio extracelular, bien localizarse en el lumen de las vesiculas
intracelulares, como las que se encuentran en el reticulo endoplasmico o el aparato de Golgi
(Neve y McPhie, 2000; Liao y cols., 2012). Por otra parte, la region C-terminal se sitia en el
citoplasma (Eisenberg y Jucker, 2012). La APP es sensible a la protedlisis de las o, -y v-
secretasas, responsables de la produccion del péptido BA (1—40) y la variante BA (1—42), que
posee una capacidad mucho mayor para autoagregarse (Sinha y cols., 2012) . En un escenario
neuronal normal, estas secretasas liberan fragmentos tanto de BA como de APP sobrante, que
se convierte en la fraccidn extracelular de APP (Fig. 2). Se ha sugerido que la APP posee una
capacidad tréfica neuronal (Neve y McPhie, 2000), asi como de neuroproteccién, tréfico de las
vesiculas en los axones y adhesion celular (Zhang y cols., 2011). Sin embargo, el papel

funcional de la APP es todavia desconocido en gran parte.
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Fig. 2. Fragmentaciéon de la APP. Dos enzimas se encargan de dividir la APP en su
seccion extracelular: la B-secretasa (o BACE) y a-secretasa. Dentro de la célula, la y-
secretasa fracciona la seccidn restante, separando el dominio intracelular y la porciéon 3
de la proteina. Mientras que el dominio intracelular se traslada al nicleo, un exceso de
procesamiento de la porciéon f puede dar lugar a las variantes 1—40 y 1—42,
relacionadas con la patologia de Alzheimer y presentes tanto intracelular como
extracelularmente.

En lo concerniente a su genética, la APP presenta una compleja variabilidad en el
splicing alternativo de sus exones (Selkoe, 2001b). El gen de la APP esta localizado en el
cromosoma 21, y mutaciones patoldgicas en la secuencia que codifica para BA en este gen
puede provocar una superproduccion de BA, o un aumento en su capacidad de autoagregado, lo
que genera la acumulacién de placas (Seubert y cols., 1993). Distintos trabajos de laboratorio
han observado que la eliminacién del gen de la APP en ratones mutantes no parece afectar
significativamente la esperanza de vida de estos animales. Por otro lado, si que se ha descrito
algun cambio menor en la conducta locomotora y la gliosis de ratones adultos (Zheng y cols.,
1995). La BA es principalmente secretada por las neuronas y se puede encontrar también en el
fluido cerebroespinal y en sangre, debido a que se ha demostrado que se puede acumular

igualmente en capilares, arteriolas y vénulas (Haass y cols., 1992; Seubert y cols., 1992).

24



Resulta interesante saber que la variante BA (1—42) se acumula en areas especificas del
cerebro, como el cerebelo, el estriado y el talamo (Cummings y cols., 1996; Selkoe, 2001a). Otro
factor genético asociado a la EA es el gen que codifica para el receptor de sortilina (SORT1)
(Meng y cols., 2007; Rogaeva y cols., 2007; Lee y cols., 2008; Reitz y cols., 2011a). La SORT1
esta implicada en el transporte de la APP desde la superficie al interior de la célula y en el
procesamiento de la y-secretasa de esta proteina (Rogaeva y cols., 2007; Lane y cols., 2010;
Reitz y cols., 2011b), lo que la encaja dentro de la hipétesis de la cascada amiloidea.

Sin embargo, a pesar del apoyo mayoritario de la comunidad cientifica, la hipétesis de la
cascada amiloidea deja abiertos varios interrogantes que pueden poner en entredicho la
consistencia de sus postulados. Existen dos objeciones principales a la hipétesis de la cascada
amiloidea. Una, tanto las placas seniles como los NFTs bien podrian ser un producto de la
neurodegeneracion que ocurre en la EA, mas que ser su origen. Segundo, no esta del todo claro
como estos ovillos inician la agregacion de los depoésitos de BA, o si estos depdsitos actian
como el disparador inicial de la causa inicial de la aparicion de los ovillos (Reitz, 2012). Estas
objeciones surgen de la observacion de distintos trabajos con resultados contradictorios a los
postulados de esta hipdtesis. Por ejemplo, se sabe que en personas que han sufrido un trauma
en la cabeza, la APP se encuentra con particularidades patologicas similares a los enfermos de
Alzheimer en el soma de las neuronas, asi como neuritas distroficas alrededor de depdsitos de
BA (Gentleman y cols., 1993). Ademas, hay datos que confirman que las neuronas del I6bulo
temporal medial secretan APP y muestran inmunoreactividad aumentada para esta proteina
(McKenzie y cols., 1994). Estos resultados sugieren que el aumento de expresion en la APP tras
sufrir un trauma craneal puede corresponderse con una fase de respuesta aguda de lesion
neuronal (Roberts y cols., 1994), lo que puede conllevar un aumento de los depdsitos de BA.
Esta idea estd apoyada por las observaciones de diferentes estructuras morfoldgicas que

presentan estas acumulaciones (Kalaria y Perry, 1993). Coherente con estos resultados, se ha
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propuesto que en la EA, la APP resulta, de hecho, una reaccion al proceso patoldgico que se
produce como un intento de mantener la homeostasis celular (Regland, 1992). La potencial
accion neurotréfica de la APP se fundamenta en la observacion de que comparte elementos
estructurales con el precursor del factor de crecimiento epidermal (Regland, 1992). A estas
aportaciones se suman los descubrimientos surgidos de los estudios con animales, los cuales
sugieren que la formacién tanto de las placas de A como de los ovillos puede ser inducida y no
basal. Experimentos llevados a cabo en ratas demuestran una elevacion de la APP en la corteza
tras lesiones en el nucleo basal de Meynert (Wallace y cols., 1991), y que inyecciones de
toxinas, tanto intratectales como intraparenquimales, favorecen la expresion de APP en

neuronas del hipocampo (Yan y cols., 1999).

2.2.La formacion de ovillos promueve la disfuncidon neuronal

Las placas seniles y los NFTs se aglomeran en proporciones significativas en las areas
corticales, pero parecen estar distribuidas independientemente las unas de las otras (Armstrong,
2006). Asimismo, ambas formaciones parecen ocurrir en momentos diferentes, en tanto que hay
evidencia que demuestra que la formaciéon de NFTs en la corteza entorrinal tiene lugar en un
momento previo a la aparicion de las placas (Duyckaerts, 2004), hecho que podria indicar que
ambos fenémenos estan patogénicamente desconectados. Aun asi, existen varios datos
provenientes de estudios con animales transgénicos que parecen mostrar un efecto de la
proteina BA en la formacion de los ovillos (Reitz, 2012). Estos hallazgos son consistentes con
estudios que indican que las neuronas hipocampales de fetos de rata y neuronas corticales
humanas tratadas con fibrillas de BA presentan un nivel aumentado de tau fosforilada (Busciglio
y cols., 1995), lo que aporta mas pruebas de que la formacién de fibras de amiloide pueden
alterar el grado de fosforilacion de tau, lo que conduce a la pérdida de la capacidad de union de
los microtubulos (Fig. 3). Otros estudios demuestran que la proteina BA 25-35 es capaz de

inducir la acumulacion de proteina tau y que péptidos de esta proteina pueden provocar una
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reduccion de la acumulacion de BA (Perez y cols., 2004). Siendo asi, la acumulacién de tau
podria estar asociada al desmembramiento de BA, lo que explicaria la falta de correlacién
espacial de las placas seniles y los ovillos. Finalmente, la idea de una influencia de la BA sobre
la formacién de NFTs estd apoyada por estudios en ratones transgénicos que carecen de APP.
Estos estudios informan de que existe una reduccidn en los niveles enddgenos de tau que puede
mejorar algunos de los déficits conductuales y otros problemas mediados por BA (Roberson y
cols., 2007, 2011). Otro resultado a favor de esta idea es el descubrimiento de que mutaciones
en el gen de tau causan demencia frontotemporal autosémica dominante con una patologia de
tau similar a la descrita en la EA, aunque sin aparicion de placas BA (Hutton y cols., 1998).

Ambas observaciones parecen situar a la patologia de tau en la cascada de la patologia de la

BA.
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Fig. 3. Anatomia de una neurona sana y una neurona con patologia de Alzheimer. En la
neurona sana, la proteina tau funciona correctamente para la formacién de los microttiibulos. En la
neurona alterada, en cambio, las placas de proteina BA precipita la hiperfosforilacién de la proteina
tau, que lleva a la malformacién de los ovillos y posterior apariciéon de los NFTs. (Imagen de Bob
Morreale, facilitada por la Fundacion Americana para la Asistencia Sanitaria).

Adicionalmente, otro conjunto de estudios demuestran que ratones que sobrexpresan
una variante mutada de tau (P301L) muestran NFTs asociados a la edad, muerte neuronal y
problemas de memoria (Ramsden y cols., 2005; Santacruz y cols., 2005). Aunque la inhibicion

de la sobrexpresion de esta variante bloquea la muerte neuronal y mejora la memoria, los ovillos
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siguen formandose (Spires y cols., 2006). Esto sugiere que los ovillos por si mismos no resultan
téxicos, sino que son los procesos tras su formacion y tras la muerte y disfuncion neuronal los
que subyacen al mecanismo patoldgico. Se distinguen tres fases en la formacién de fibrillas de
tau (Maeda y cols., 2007; Kimura y cols., 2008; Takashima, 2008).

1) En un primer momento, los mondmeros hiperfosforilados de tau se unen para formar
oligémeros.

2) Segundo, los oligdmeros solubles adquieren una estructura de hoja  plegada, formando
los agregados insolubles. Estos agregados se reestructuran en oligbmeros con forma
granulada.

3) Por ultimo, el incremento en la concentracion de tau granulada provoca la fusiéon de

estos oligémeros, formando asi los ovillos (Maeda y cols., 2007).

Ovillos causantes del deterioro en memoria y la demencia

A diferencia de la acumulacion de BA, el nimero de NFTs si se correlaciona
significativamente con el grado de demencia (Nelson et al., 2012). En cerebros enfermos, la
pérdida de neuronas y sinapsis es notable en zonas donde se detectan estas formaciones de
tau, lo que apunta a una asociacidn entre los ovillos que aparecen en la EA y el deterioro en la
memoria y en la demencia (Masliah y cols., 1992). Ademas, se ha observado que el primer lugar
en el que tienden a aparecer estos ovillos es la corteza entorrinal, una regién clave para la
formacion y mantenimiento de la memoria, extendiéndose posteriormente hacia la corteza
limbica y prefrontal, asi como a regiones asociadas con la emocion y funciones cognitivas
superiores (Takashima, 2012). Considerando el papel de estas regiones cerebrales en el
funcionamiento normal del cerebro, la formacion secuencial de los NFTs podria de algun modo
explicar la progresion clinica observada en la EA. Tau hiperfosforilada se ha asociado con la

pérdida de sinapsis, mientras que los oligbmeros granulares parecen estar implicados en la
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muerte neuronal (Kimura y cols., 2007), lo que sugiere que la disfuncion neuronal resultante de

la pérdida de sinapsis y neuronas se da durante la formacion de los NFTs (Kimura y cols., 2010).

2.3.Genética de la enfermedad de Alzheimer

Han transcurrido casi quince afios desde el descubrimiento de la primera mutacién
causante de EA. Este hecho trascendental condujo a construir la hipotesis de la cascada
amiloidogénica como acontecimiento clave en la patogenia de este proceso (Hardy y Gwinn-
Hardy, 1998). Sin embargo, como se ha presentado en el apartado anterior, la acumulacién de
placas no es factor suficiente para que las personas lleguen a desarrollar patologia
neurodegenerativa ni demencia. De hecho, es necesario que entre los elementos disruptivos la
persona cuente con un perfil genético que predisponga a la aparicion de todos estos
componentes. En el contexto de la hipdtesis amiloidea, se ha visto que los genes identificados
como relevantes en los estadios avanzados de la EA no se heredan siguiendo un patron
mendeliano, sino mas bien se transmiten de forma esporadica (Reitz, 2012). Sin embargo,
parece cierto que familiares de primer grado de pacientes con EA presentan el doble de riesgo
asociado a padecer esta enfermedad, en comparacion con pacientes sin familiares cercanos.
Asimismo, en estudios con gemelos se ha observado que la frecuencia de la enfermedad es
mayor entre los nacidos monocigéticos que entre los dicigéticos, lo que otorga un considerable
peso al factor genético en la EA.

Entre un 1% y un 5% de los casos de Alzheimer se corresponden con formas familiares
de inicio precoz que se transmiten con un patron de herencia mendeliana autosémico dominante
(Brickell y cols., 2006). Recientemente se ha demostrado que ademas de una variante del gen
de la apolipoporteina E (APOE), este tipo de Alzheimer esta relacionado con mutaciones en tres
genes: PSEN1, PSEN2 y el de la APP (Bekris y cols., 2010). Hoy se sabe que la actividad de la
presilina 1 (codificada por PSEN1) esta relacionada con la formacion de las placas seniles

tipicas de la enfermedad de Alzheimer. Las mutaciones en PSEN1 son responsables de la gran
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mayoria de los casos de enfermedad de Alzheimer familiar de inicio precoz y son también, por
regla general, las que provocan un cuadro mas agresivo en cuanto al momento de inicio de los
sintomas y a la rapidez de la evolucion. La secuenciacion del gen PSEN1 es (til para descartar o
identificar mutaciones en presilina 1 en adultos, tanto sintomaticos como asintomaticos, con
historia de Alzheimer familiar de inicio precoz. También facilita el diagndstico diferencial con
otras causas de demencia, fundamentalmente en casos en que hay una historia familiar de

demencia.

Apolipoproteina E (APOE)

El gen de la APOE, que fue identificado como el primer gen susceptible de contribuir a la
EA, es el factor genético de mayor riesgo entre la poblacién (Corder y cols., 1993; Slooter y cols.,
1998). Este gen presenta tres alelos (APOE2, APOE3 y APOE4) que traducen tres isoformas de
la proteina: ApoE-&3, de funcién normal, y ApoE-£2 y ApoE-¢4, disfuncionales. Concretamente,
la isoforma ApoE-g4 es sobre la que mayor evidencia se ha encontrado en su relacién con el
deterioro cognitivo y la EA (Corder y cols., 1993). La forma en que las diversas variantes de este
gen afectan la sintomatologia de la EA no esta totalmente comprendida, pero existe cierta
conviccion acerca del papel de esta proteina en la regulacién de la BA, segun varios estudios
llevados a cabo en ratones mutantes deficientes de la proteina APP (PDAPP) (Holtzman y cols.,
2000; Kim y cols., 2009). Apoyando esta idea esta la evidencia de que una mayor presencia del
alelo APOE-¢4 esta relacionado con una mayor carga de BA en los cerebros de pacientes con
EA avanzada (Hashimoto y cols., 2012). Estos resultados sugieren que la ApoE interactua con la
BA cerebral facilitando su aglomeracion en placas. Habiendo sefialado lo decisivo de poseer una
variante ApoE-&4 para el desarrollo de los problemas cognitivos asociados a la demencia en EA,
cabe destacar también el papel de otros complejos de genes y proteinas que cada vez mas
parecen estar demostrando jugar un papel relevante en la patogénesis de la EA. Por ejemplo, se

sabe que CLU, el gen que codifica para la proteina clusterina, actia de manera equivalente a
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una chaperona, regulando la toxicidad y la transformacion de BA en su forma insoluble, y
promoviendo asi la formacion de placas (DeMattos y cols., 2004). Ademas, se sabe que uno de
los genes que codifica para la proteina de membrana dependiente de ATP (transportadores
ABC, por sus siglas en inglés), el ABCA7, tiene capacidad de inhibir la secrecién de (-BA
(Hollingworth y cols., 2011); que CR1, el gen que codifica para el receptor de adherencia
inmune, puede contribuir al despiece de la PA (Wyss-Coray y cols., 2002); que la
a2macroglobulina estd implicada en la depuracion y degradacion del péptido BA (Depboylu y
cols., 2006); o que genes que codifican proteinas implicadas en la endocitosis son capaces de
modificar el grado de toxicidad de la BA en neuronas glutamatérgicas corticales (Treusch y cols.,

2011).

Presilina 1y 2 (PS1, PS2)

Por su accién sobre la y-secretasa, se han propuesto a las presilinas como reguladoras
del procesamiento de la APP. Una mutacién en el gen que codifica para estas presilinas 1y 2
(PSEN1 y PSEN2, respectivamente) podria subyacer a la fragmentacion errénea de la APP y la
formacion de BA (1—42), la variante més agresiva de depdsitos (Neve y McPhie, 2000). Es mas,
se sabe que la PS1 interactua con la GSK-3f3, una de las proteinas criticas en la fosforilacién de
tau. Tanto es asi que, en algunos casos de EA, la interaccidn entre GSK-38 y una variante
andémala de PSEN1 puede incrementar la hiperfosforilacién de tau en lugares que transforman
tau en una proteina sin la capacidad para asociarse al citoesqueleto de la célula, generando los

NFTs (Takashima y cols., 1998).

GSK-3p
Como kinasa principal de tau, la GSK-3f induce la hiperfosforilacion como uno de los
primeros pasos en la formacion de los ovillos (Ishiguro y cols., 1993). Tanto la forma

hiperfosforilada de tau como los oligémeros solubles de esta proteina han sido relacionados con
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la pérdida de sinapsis en ratones normales, mientras que los oligbmeros granulados estan
vinculados a una pérdida de neuronas en ratones con la variante P301L de tau mutada (Kimura y
cols., 2010). Asi, tanto los oligémeros solubles, como los intermedios y los granulares son
capaces de promover una disminucion del transporte intracelular, y la pérdida de sinapsis y
neuronas antes de la formacion de los ovillos (Fig. 4). Esto sugiere que mas que causar la
muerte celular, lo que los ovillos facilitan es el entorno para que esta tenga lugar, lo que apunta a
la activacién de la GSK-3 como posible requisito en la patogénesis de la EA (Takashima,
2012). Con esto, es posible que el déficit en la memoria se produzca cuando estos ovillos se
encuentran en la corteza entorrinal y el hipocampo, dado que la pérdida neuronal y de sinapsis
tiene lugar antes de la formacién de los ovillos en estas regiones. Estudios previos han
observado que ratones que sobre expresan GSK-38 exhiben acumulacion de tau
hiperfosforilada, muerte neuronal en el hipocampo y deterioro de memoria medida con el test de
reconocimiento de objeto (Fuster-Matanzo y cols., 2011). Adicionalmente, estos ratones
muestran una reduccién en los potenciales a largo plazo (PLP) hipocampales, pudiendo
revertirse el déficit en memoria deteniendo la expresion de tau (de Barreda y cols., 2010). La BA
activa GSK-3f3, que induce la hiperfosforilacion de tau en las neuronas del hipocampo, y es esta
activacion de GSK-3f la que conduce a un decremento en los PLP, con el consiguiente declive
de la memoria. Una vez mas, resultados a favor de la idea de que la activacién de GSK-3f3 es un
factor clave en el déficit de memoria asociado a la EA, lo que abre una interesante alternativa
para los inhibidores de GSK-3[3 como posibles dianas terapéuticas de esta enfermedad (Hurtado

y cols., 2012; Reitz, 2012).
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Fig. 4. Relacion entre los principales elementos implicados en la EA. Mutaciones en la APP y la
presilina pueden desencadenar el incremento de péptido AB. Una consecuencia de esto es el
incremento en la actividad de la GSK-3f3, activada también por la accidon de la presilina y cuya
regulacion se puede ver alterada ante la presencia de la isoforma 4 del APOE. Entre los substratos
afectados por la activacion de la GSK-3(, se encuentra la forma hiperfosforilada de la proteina tau.
Todos estos cambios pueden resultar en procesos téxicos para la neurona, llegando a causar
muerte neuronal.
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3. Deterioro cognitivo asociado a la enfermedad de Alzheimer

3.1. Deterioro cognitivo y sistemas de neurotransmision

La EA se caracteriza por la atrofia cortical, la marcada pérdida de neuronas y sinapsis,
apoptosis, gliosis reactiva, NFTs intraneuronales y placas extra e intracelulares de proteina BA
(Xiong y cols., 2004; Ballard y cols., 2011a). Aparte de lo comentado en el apartado anterior,
existen otros muchos mecanismos ademas de los iniciados por BA y tau por los que la muerte
neuronal se puede producir, como la apoptosis o la respuesta inflamatoria (Pascual y cols.,
2011). En los ultimos afios ha aumentado considerablemente la cantidad de estudios que han
relacionado la alteracion de diferentes sistemas de neurotransmision con el deterioro cognitivo
de las enfermedades neurodegenerativas (Xu y cols., 2012), y la relacion de estos con diversos
problemas tipicos en la demencia y el envejecimiento. Asi, se sabe que neurotransmisores como
la serotonina, la dopamina, la melatonina, el glutamato y la acetilcolina, estan implicados en

estos procesos.

Glutamato (Glut)

La regulacién glutamatérgica juega un importante papel en la patogénesis de la muerte
neuronal en las enfermedades neurodegenerativas (Proctor y cols., 2011). Especialmente en las
que incluyen desarrollo de demencias, como ocurre en la EA, donde la modulacién de los
receptores glutamatérgicos N-Metil-D-Aspartato (NMDA) parece jugar un papel fundamental (Del
Bel y Slater, 1991; Proctor y cols., 2011). En el desarrollo de la EA, la acumulaciéon de tau
hiperfosforilada y BA hiperactivan los receptores glutamatérgicos NMDA, provocando la entrada
masiva de Ca?* hacia el interior de las neuronas y la activacion de enzimas diana, como la
CaMK-Il (Fig. 5), critica en los procesos de memoria y aprendizaje (Paoletti y Neyton, 2007;

Fortin y cols., 2010; Guetg y cols., 2010). También se ha descrito que la proteina tau puede
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causar por si misma la activacion de estos receptores NMDA, derivando en diversos procesos de
neurotoxicidad (Xu y cols., 2012). Debido a esto, no es de extrafiar que muchos estudios se
hayan centrado en la relacién entre estos receptores y la EA. Por ejemplo, Mishizen-Eberz y
colaboradores descubrieron la reduccion significativa en la capacidad de union de los receptores
NMDA situados en el hipocampo y el estriado de ratones viejos y pacientes con EA, pudiendo
relacionar esta disminucion con el declive cognitivo y los niveles de ansiedad (Mishizen-Eberz y
cols., 2004). Tsang y cols. (2008), demostraron que la subunidad NR2A de los receptores NMDA
se encontraba disminuida en el giro orbitofrontal de pacientes con Alzheimer y en estados de alta
ansiedad en comparacion con pacientes con ansiedad baja. Estos resultados apoyan la idea de
que cambios en la expresidn de los receptores NMDA pueden estar relacionados con
alteraciones psicoldgicas aparecidas con la edad (Tsang y cols., 2008). Alternativamente, un
estudio pudo encontrar incrementos de este tipo de receptores en células positivas de capas
profundas de la corteza prefrontal de pacientes con EA (Fang y cols., 2005). No obstante, hay
que mencionar que existe colocalizacién de los receptores NMDA y caspasa-3, 1o que podria
indicar una contribucion a la apoptosis neuronal y a la demencia aparecida en la EA (Fang y
cols., 2005). En este sentido, se ha descrito que existe un aumento de la endocitosis de los
receptores NMDA en neuronas corticales tras la aplicacidn de oligomeros de pA (Snyder y cols.,
2005) y se ha correlacionado de forma positiva la hipermotricidad y conducta ansiosa con una
regulacion a la alta de los receptores NMDA en diferentes areas cerebrales, sugiriendo una
regulacién del proceso psico-neurodegenerativo por parte de estos receptores (Wang y cols.,

2009).

Acetilcolina (ACh)

La ACh es otro de los neurotransmisores implicados en los problemas cognitivos de las
distintas afectaciones cerebrales asociadas a la edad, debido a su participacion en varias

funciones centrales, como el control voluntario del movimiento, la memoria o la atencion
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(Lindstrom, 1997). Existen dos tipos de receptores colinérgicos: nicotinicos (nACh) y
muscarinicos (mACh). Esta descrito que la distribucion de los mACh abarca distintas areas del
SNC, como las cortezas periforme, motora primaria, somatosensorial, prefrontal y cingulada; el
caudado, el putamen y varias regiones limbicas, como el nucleo accumbens y el hipocampo (Xu
y cols., 2012). La aparicidn de estos receptores en estas areas es sindnimo de la importancia de
la ACh para el buen funcionamiento de muchas de las funciones superiores, por lo que se ha
sugerido que la alteracion de sus receptores esta relacionada con la aparicién de trastornos de
estas funciones (Wang y cols., 2008).

La principal aferencia colinérgica de las neuronas corticales proviene de las neuronas
del nucleo basal de Meynert (Kotagal y cols., 2012) La afectacion que en la EA sufren las
neuronas de este nucleo impide la correcta proyeccidn colinérgica hacia estructuras corticales
(Uchida y cols., 2011). A pesar de que los marcadores patoldgicos mas caracteristicos de la EA
son la formacion de conglomerados de BA y los NFTs de proteina tau, otros estudios relacionan
los defectos en los receptores colinérgicos con los mecanismos patologicos de la EA (Medeiros y
cols., 2011). De hecho, en estos pacientes se encuentra una reduccion de la expresion de
receptores nicotinicos en comparacion con sujetos mayores sanos y sujetos con DCL (Sabbagh
y cols., 2006). Siendo asi, cada vez surgen mas investigaciones sobre la participacion de los
mecanismos por los que la ACh y sus receptores en la mejoria de los déficits cognitivos en
pacientes con EA. En este sentido, una de las vias que se ha sefialado como fundamental es la
via de sefalizacion de calcio mediada por receptores nACh, los cuales se cree que poseen un
papel determinante en los procesos de aprendizaje y memoria asociados a la edad (Miwa y
cols., 2006; Gubbins y cols., 2010).

La acumulacién de A y proteina tau en el cerebro es un aspecto fundamental de la
patogénesis en Alzheimer, ya que estos péptidos de BA producen un efecto negativo a varios

niveles en el sistema colinérgico, incluyendo alteraciones en la sintesis y liberacion de ACh (Auld
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y cols., 2002). Ademas, los oligbmeros de proteina BA son capaces de modular la homeostasis
de Ca2+, los PLP y la plasticidad sinaptica, mediante su unién a los receptores nACh y
estimulando diferentes cascadas de sefializacién que conducen en ultima instancia al declive

cognitivo (Lilja y cols., 2011).

Dopamina (DA)

En los dltimos diez afios se ha demostrado el papel de la DA en la regulacién de la
plasticidad sinaptica y su implicacion en la modulacion de la disfuncion cognitiva a través de
distintas vias de sefializacion, como la cAMP/PKA , DARP-32 o CREB (Chang y Berg, 2001).
Ademas, existe una estrecha interaccién entre los sistemas dopaminérgico-colinérgico y
dopaminérgico-glutamatérgico, lo que podria estar en la base de importantes cambios en
diversos procesos psicolégicos, como la ansiedad, el aprendizaje o la memoria (EI-Ghundi y
cols., 2007). Sin embargo, aun existe discrepancia sobre el papel de los receptores
dopaminérgicos en relacion al deterioro cognitivo asociado a la edad y la EA. Aunque se
reconoce la importancia de ambos tipos de receptor dopaminérgico (D1 y D2) en los problemas
cognitivos asociados a la edad, existen también resultados que aseguran que, a pesar de que se
encuentra una disminucion de los receptores D1 en el caudado y putamen de pacientes con EA,
no existe asociacion entre el déficit cognitivo y la densidad de unién de los receptores D1/D2 en
estas mismas areas (Kemppainen y cols., 2000). Estos resultados pueden explicarse debido a
que en este estudio no se identifica a los pacientes de EA con sintomas parkinsonianos. Aun con
esto, se sabe que hasta un 30% de los pacientes que sufren EA muestran signos de
parkinsonismo (Merello y cols., 1994). En este sentido, se ha demostrado que estos pacientes
presentan una reduccidn significativa en los niveles de receptores D2, a diferencia de otros
sujetos diagnosticados de EA sin trastornos del movimiento (Joyce y cols., 1998). Los mismos
autores encontraron mas tarde que la disponibilidad de los receptores D2 si resultaba disminuida

en el hipocampo, y que la alteracién en los potenciales de unién de los D2 en esta misma area
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correlacionaba positiva y significativamente con la capacidad de memoria verbal (Kemppainen y

cols., 2003).

Serotonina (5-HT)

Distintas lineas de trabajo, tanto en investigacion clinica como preclinica, sefialan un
papel de la 5-HT y sus receptores en diferentes aspectos de la disfuncién cognitiva, como déficit
cognitivo y problemas de aprendizaje y memoria (Meneses y Hong, 1999; Sumiyoshi y cols.,
2007). Utilizando la tomografia por emisién de positrones (PET, por sus siglas en inglés), Truchot
y colaboradores encontraron una reduccion significativa en la densidad de receptores 5-HT1A en
las regiones de hipocampo, giro dentado inferior y giro occipital, en pacientes con EA, en
comparacion con sujetos sanos (Truchot y cols., 2008). Un resultado similar se ha encontrado en
las cortezas frontal y temporal de pacientes con EA (Lai y cols., 2005). Concretamente, en estas
areas la disminucion se produce principalmente en los receptores 5-HT2A y 5-HT6, en
comparacion con sujetos sanos. El interés por este Ultimo receptor estd motivado principalmente
por su papel en la modulacién de multiples mecanismos del SNC, como la ingesta (Frassetto y
cols., 2008) o el estado de animo (Carr y cols., 2010). Respecto a su distribucion, el 5-HT6 se
localiza principalmente en el estriado, hipocampo y corteza cerebral (Ruat y cols., 1993; Garcia-
Alloza y cols., 2004); areas estrechamente relacionadas con las funciones afectadas en el
envejecimiento. Es mas, existen varios trabajos que demuestran que el bloqueo de estos
receptores 5-HT6 logra una mejora significativa en el aprendizaje y en la memoria de sujetos
enfermos (Mitchell y Neumaier, 2005; Perez-Garcia y Meneses, 2005). Otra cuestion a propésito
del 5-HT6 es la interaccién que este receptor mantiene con el Glut y la ACh, ambos necesarios
para que los procesos de aprendizaje y memoria sean adecuados (Schechter y cols., 2008; West
y cols., 2009). La alteracion de la actividad de estos receptores puede ir asociada con la

formacion de placas amiloideas y niveles neurotdxicos de proteina tau, asi como con la
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modulacion del estrés oxidativo consecuente, relacionado con la toxicidad neuronal y que resulta

finalmente en un déficit cognitivo (Xiong y cols., 2004).

Melatonina

La melatonina se sintetiza en la glandula pineal, o epifisis. Su sintesis comienza por un
proceso de acetilacion y de metilacion de la 5-HT. La importancia de esta hormona esta
tradicionalmente ligada al suefio, aunque en los Ultimos afios se ha investigado su papel en otro
tipo de funciones, obteniendo cierto éxito en terapias para trastorno bipolar o afectivos, por
ejemplo (Carney y Shelton, 2011). La sintesis y liberacion de melatonina por el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) esta sometida a un ritmo circadiano, aumentando en periodos de
oscuridad (Hardeland, 2012) y regulada por esta misma estructura mediante un proceso de
feedback negativo (Pandi-Perumal y cols., 2006).

Especialmente en la EA y en otros tipos de demencia asociada a la edad, los niveles de
melatonina resultan significativamente mas bajos que en sujetos control de la misma edad
(Skene y Swaab, 2003; Kripke y cols., 2005) llegando incluso a suprimir su ritmicidad (Skene y
Swaab, 2003). Varios estudios llaman la atencién sobre algunos casos de EA, en los que la
severidad de las alteraciones en los ritmos circadianos se ha relacionado directamente con el
deterioro cognitivo (Skene y Swaab, 2003; Schmidt y cols., 2012). En estos mismos pacientes se
ha visto que la liberacién de melatonina resulta muy irregular (Mishima y cols., 1999), lo que se
ha relacionado tanto con la edad como con la severidad del declive cognitivo (Skene y Swaab,
2003). Por su parte, Matsubara y colaboradores (2003) demostraron que la administracion
temprana de melatonina, mantenida a largo plazo, reducia significativamente la cantidad de
placas de PA en ratones mutantes y que el tratamiento con esta hormona mejoraba
ostensiblemente algunos parametros relevantes de la enfermedad, como el dafio oxidativo o la
presencia de conglomerados de proteina BA (Matsubara y cols., 2003). Estos trabajos ponen de

manifiesto la relacion existente entre la melatonina y la EA. Otros estudios con ratones mutantes
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para la APP muestran una reduccion de la muerte neuronal y en el dafio al sistema colinérgico
tras un tratamiento cronico con melatonina (Feng y cols., 2004a), lo que apoya los resultados
favorables en las pruebas conductuales llevadas a cabo tanto en estos animales como en ratas
adultas (Feng y cols., 2004b).

En suma, el papel de estos neurotransmisores (Glut, ACh, etc.) tanto en la aparicién
como el desarrollo de la EA estéd siendo ampliamente estudiado todavia hoy. Sin embargo, los
trabajos realizados parecen confirmar la relacion entre los distintos sistemas de
neurotransmision y los distintos problemas cognitivos tipicamente aparecidos tanto en la EA

como en otras demencias asociadas a la edad.

3.2.Farmacoterapia en la EA

La farmacoterapia en la EA se centra principalmente en los sistemas glutamatérgico y
colinérgico, asi como en la sintomatologia derivada de su deterioro: problemas de memoria,
atencion, orientacion... De este modo, las diferentes familias de farmacos se engloban en funcion
de sus variadas acciones sobre los diferentes sistemas de neurotransmision. Sin embargo, hoy
se considera que estos tratamientos son de accién principalmente paliativa, no curativa, ya que
en el momento de la manifestacion de los primeros sintomas de deterioro cognitivo, la
enfermedad se encuentra en un punto de no retorno. En este sentido, los objetivos clinicos del
tratamiento de la EA son tres: 1) minimizar/eliminar los sintomas cognitivos; 2) minimizar/eliminar
los sintomas conductuales de la demencia; y 3) ralentizar el progreso de la enfermedad. No
obstante, las alternativas actuales no son totalmente capaces de cubrir estas demandas, lo que
hace imprescindible la investigacién con estas estrategias en el campo del desarrollo preclinico.

A dia de hoy, existen dos grandes familias de farmacos para la EA.
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Inhibidores de la acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es la enzima responsable de la degradaciéon de la ACh en el
espacio sinaptico. Dada la importancia de este neurotransmisor en el envejecimiento cerebral,
tanto normal como patolégico, la idea de farmacos que actien inhibiendo la actividad de esta
enzima tiene como objetivo maximizar la funcidn del neurotransmisor cuando este esta presente.
A pesar de las ligeras diferencias entre los distintos tipos de inhibidores de la acetilcolinesterasa
(IACE), todos ellos comparten la propiedad de restringir la degradacion de ACh. El tratamiento
con IACE es el de primera eleccién, habiendo logrado reducir significativamente algunas
manifestaciones conductuales de la EA (Birks y cols., 2006; Birks y Harvey, 2009). Sin embargo,
a pesar de las pruebas realizadas, existe todavia cierto debate acerca de su eficacia, dado que
unicamente responden a esta medicacion un 30-40% de los pacientes (Ballard y cols., 2011b).
Principalmente, los IACE han demostrado su validez clinica en pacientes de EA con
sintomatologia moderada (Ballard y cols., 2011b). Las ultimas revisiones sobre esta familia de
farmacos defienden su fiabilidad en el retraso del declive cognitivo y una mejora general de los
sintomas conductuales, tanto en pacientes con DCL como con EA avanzada (Ballard y cols.,
2011b; Rodriguez y cols., 2012). En las ultimas décadas el avance en investigacion en los IACE
ha logrado mejorar considerablemente la calidad de estos minimizando la aparicion de efectos

secundarios y mejorando la efectividad de los anticolinesterasicos de primera generacion.

Antagonistas de los receptores NMDA

Otra de las familias de farmacos utilizadas en el tratamiento de la sintomatologia de la
EA es la de los antagonistas de los receptores NMDA, en concreto, la memantina (McShane y
cols., 2006; Rodriguez y cols., 2012). El papel fundamental de los receptores NMDA en el
aprendizaje y la memoria hace que la utilizacién de antagonistas de estos receptores haya
encontrado resultados como elementos que deterioran estas funciones (Collingridge y cols.,

2013). Sin embargo, a pesar de que el antagonismo de los receptores NMDA es capaz de
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provocar deterioro en el aprendizaje y la memoria, también se han utilizado como tratamiento en
la EA, logrando un retraso en la aparicion y el desarrollo de los problemas cognitivos asociados a
esta enfermedad (Danysz y Parsons, 2003). En este sentido, existe controversia acerca del
papel que desempefian los receptores NMDA en la sintomatologia de la EA (Doraiswamy, 2003).
Por una parte, se ha relacionado el antagonismo de estos receptores con la aparicion del
deterioro de aprendizaje y la memoria, pero por otra parte constituyen uno de los tratamientos de
eleccion para el retraso de la aparicion y desarrollo de los problemas asociados. Uno de los
mecanismos de accién propuestos para el efecto positivo sobre la cognicion es que logran inhibir
la hiperactivacion patologica de estos receptores y permite una funcidn fisiolégica con niveles
normales de activacién (Coan y cols., 1989). La administracién de memantina provoca la
ocupacién los canales ionicos y los libera ante la despolarizacion originada por la aparicién de
PLP (Bresink y cols., 1996; Fitzjohn y cols., 2008). No obstante, a pesar de la evidencia en favor
de la memantina como estimulador cognitivo, la mayoria de informes acerca del efecto sobre la

cognicion otorgan a la memantina una accién moderada (Collingridge y cols., 2013).
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4. Sueio, estrés, edad y memoria

Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral es intentar relacionar los procesos de
suefio, estrés, edad y memoria. Este trabajo intenta explorar los mecanismos por los cuales el
deterioro cognitivo asociado a la edad pueden estar mediados por el sistema de respuesta al
estrés. Para ello, es necesario conocer un poco mas a fondo cada uno de los aspectos que se

tienen en cuenta para la rationale de este trabajo.

4.1.Bases estructurales del ciclo vigilia-suefio

El suefio es una conducta. Dormir es necesario, tanto para los humanos como para el
resto de especies animales. Aunque se tiende a pensar en el suefio como un estado de
consciencia mas que como una conducta en si misma, se pueden distinguir claramente dos
estados: a) la vigilia (o fase en la que estamos despiertos conscientes) y b) el suefio. En los
mamiferos, los ritmos circadianos regulan una gran variedad de procesos ciclicos, siendo el
suefio uno de especial relevancia por su papel funcional en procesos de aprendizaje y de
memoria, asi como en la atencion o en la estabilidad emocional (McClung, 2007; Benedetti y
cols., 2007; Benedetti and Colombo, 2011). Asimismo, se sabe que el suefio es uno de los
principales marcadores que se ven afectados en diferentes tipos de demencia asociada a la
edad (McEwen, 2006; Hardeland, 2012). La forma en que tradicionalmente se ha estudiado el
ciclo de suefio-vigilia es mediante el uso de la electroencefalografia (EEG), debido a que ambos
estados presentan tipos de ondas cerebrales diferentes y claramente distinguibles. En la vigilia,
las ondas cerebrales muestran, de forma general, dos patrones de actividad: alfa y beta (Iber y
cols., 2007). La actividad alfa consiste en ondas regulares de frecuencia media (8 — 12 Hz), y

aparecen bajo estados de relajacién que no requieren una actividad mental exigente. Por su
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parte, la actividad beta consiste en ondas irregulares de baja amplitud (13 — 30 Hz), siendo mas

frecuente en momentos de exigencia cognitiva y alerta.

Ondas alpha (a) NS b -

Ondas theta (0) s A A A s b A b = e

Complejo K WMMWM ------ Fase Il
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Ondas delta (6)
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Fig. 5. Esquema de la fases del sueiio y vigilia. (a) Descripcidon grafica de la sefial de EEG durante
las diferentes fases del suefio y la vigilia. (b) Hipnograma que representa las fases del suefio
durante un ciclo de suefio de ocho horas en adulto.

El periodo de suefio, por su parte, presenta una arquitectura distinta. Se compone de
dos fases bien diferenciadas y alternas: Una fase REM (siglas en inglés de «Rapid Eye
Movement») y una fase NREM (o non-REM,; siglas en inglés de «Non Rapid Eye Movement), el
cual esta a su vez subdividido en tres estadios: N1, N2 y N3, o suefio de onda lenta (Iber y cols.,
2007). En el momento en que se inicia el suefio, el cerebro comienza a registrar cierta actividad
de onda theta (3,5 — 7,5 Hz), caracteristica del primer ciclo No-REM. Segun pasa el tiempo,
aparecen otros elementos de la arquitectura del suefio, como los husos del suefio o los
complejos K, hasta llegar al suefio de onda lenta, en el que predomina la sefial delta (0,5 — 2
Hz). Tanto las ondas alfa y beta, caracteristicas del periodo de vigilia, como las theta y delta
vistas durante el suefio, han sido relacionadas con trastornos neurodegenerativos asociados a la
edad. Segun diferentes estudios de EEG, pacientes con EA presentan una reduccion en la
actividad de ondas alfa y beta (Kogan y cols., 2001; Babiloni y cols., 2011) durante la vigilia, pero
también una caracteristica reduccion en la actividad cerebral durante el suefio REM y en la
actividad de onda lenta (Kogan y cols., 2001; Vitiello y Borson, 2001), asi como una disminucion

significativa en la actividad de las ondas theta y delta durante el suefio NREM (Vitiello y Borson,
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2001; Jyoti y cols., 2010; Babiloni y cols., 2011; Lizio y cols., 2011). Estos resultados han servido
para sugerir que tanto las perturbaciones en el suefio como el suefio interrumpido son mas
frecuentes y severas cuanto mas grave es el caso de demencia (Bliwise, 2004). Ademas, estos
resultados se han relacionado con las multiples complicaciones en el suefio que presentan las
personas de edad avanzada (38% de los mayores de 65 afios), y hasta mas de un 40% de los
pacientes diagnosticados de Alzheimer (Bliwise, 2004; Bombois y cols., 2010). Los datos
muestran que el suefio REM depende de la actividad colinérgica, y que el deterioro del suefio
esta estrechamente ligado al alcance del deterioro de este sistema alrededor del SNC (Bliwise,
2004). Parte de esta evidencia se demostré con inhibidores de la colinesterasa, muy Uutiles en el
tratamiento para ciertos sintomas tipicos de los trastornos cognitivos asociados a la edad (Dodds
y cols., 2011).

Es necesario sefialar la relacion entre el deterioro del sistema colinérgico y la aparicion
de disfunciones en el suefio, habiendo sido ambos factores asociados al deterioro cognitivo y a
la edad. En un estudio reciente, Roh y colaboradores (2012) pudieron relacionar de forma directa
la cantidad (y calidad) de suefio con los niveles de proteina BA acumulada. Estos investigadores
observaron que la cantidad de BA presente en el liquido intersticial se ve alterada con la edad y
la acumulacién de esta proteina, y que a su vez presenta correlacion con alteraciones de la
conducta de suefo. En este trabajo se pudo demostrar que la eliminacién de los depdsitos de A
era capaz restaurar tanto el ciclo de suefio vigilia como el nivel de fluctuacién de BA diurno, lo

que propone a ambos elementos como indicadores del estado patolégico (Roh y cols., 2012).

4.2. Memoria y Aprendizaje

El aprendizaje refleja una serie de complejos procesos neurales que consisten en varios
principios: adquisicién y procesamiento de informacion, almacenaje y recuperacion. La
adquisicion inicial conduce a la modificacién de conducta, siendo la recuperacion de estas

modificaciones conductuales la mejor forma de definir la memoria (Deiana y cols., 2011). Los
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recuerdos pueden ser clasificados en funcién de su contenido (memoria declarativa/explicita;
procedural/implicita), duracién (memoria a corto-largo plazo), o su naturaleza, pudiendo ser esta
almacenada o temporal (por ejemplo, la memoria de trabajo) (Deiana y cols., 2011). Se ha
propuesto una dicotomia entre memoria declarativa y no declarativa (Squire, 2004) (Fig. 6).
Segun esta distincion, la primera comprenderia aquellos recuerdos e informaciéon sobre las
experiencias propias y el conocimiento que se tiene de los hechos del mundo que nos rodea,
traidos a la consciencia de forma deliberada (Tulving, 2002). Por otra parte, la memoria no
declarativa se refiere a toda aquella informaciéon que se forma a partir de la acumulacion de
experiencias, como los habitos, condicionamientos, etc., y es comunmente aceptado que no
depende del hipocampo (Squire, 2004). Ambos tipos de memoria son posibles gracias a una
serie de condiciones, entre las cuales resalta el papel de procesos moleculares como la
potenciacidn a largo plazo (PLP) y la actividad colinérgica en diferentes areas cerebrales (Walker

y Stickgold, 2006).

Declarativa ]
_# Detrabajo
/’
<\~
~.
A

Memoria
Procedimental

No declarativa

De referencia

No asociativa

Fig. 6. Taxonomia de la memoria. La memoria declarativa incluye los recuerdos accesibles de
forma consciente, basados en informacién de hechos y conocimiento sobre el mundo (saber «qué»).
La memoria episédica (experiencias propias pasadas) y la memoria semantica (recuerdos de
conocimiento general), forman parte de esta categoria. Por su parte, la memoria no declarativa
incluye la memoria implicita y la informacion relacionada con el conocimiento procedural (saber
«como») (Squire y Wixted, 2011).
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Tanto la memoria episodica como la espacial, que son las dos principales medidas en
este trabajo, pertenecen a la rama semantica de la memoria declarativa, segun diferentes
taxonomias (Deiana y cols., 2011). A lo largo de los afios se ha demostrado que este tipo de
memoria es dependiente del hipocampo (Crystal, 2010). En este sentido, se considera que la
memoria espacial es una de las formas de procesamiento cognitivo mas avanzado en los
mamiferos, e incluye la capacidad para almacenar informacién acerca del entorno de uno mismo
y su orientacion en el espacio (Begega y cols., 2012). Esta considerada parte de la memoria
episodica, como se ha mencionado previamente, aunque en raras ocasiones como parte de la
memoria semantica. La orientacion espacial puede servirse de claves ambientales para la
formacion y reconstruccion posterior de mapas cognitivos, esto es, una representacion interna
del entorno (O’Keefe y Nadel, 1978). Para la formacién de estas representaciones, se ha
sugerido que existen principalmente dos tipos de estrategia (Deiana y cols., 2011):

1) Una estrategia egocéntrica es aquella que define al individuo en relacion a los objetos, el
objetivo y las claves disponibles dentro del propio paradigma.

2) Una estrategia alocéntrica define al individuo en funcién de la localizacion de los objetos
dentro del entorno global que los rodea.

Multiples estudios han demostrado que ambos tipos de estrategia son evaluables
mediante diferentes paradigmas conductuales, entre los que se encuentra tanto el laberinto
radial (Radial Arm Maze) (Begega y cols., 2012), como el laberinto de Barnes (Barnes Maze)
(Popovic y cols., 2010). Otros estudios han demostrado que tanto el hipocampo como el sistema
colinérgico son fundamentales para la adquisicion de informacion cuando se sigue una estrategia
alocéntrica (Deiana y cols., 2011). Pero ;cémo se generan los recuerdos? ;Coémo pasa la
informacién de estar disponible en el ambiente a formar parte del bagaje de las propias

experiencias?

47



Mecanismos moleculares para la formacion de recuerdos: el papel del hipocampo y
la Potenciacion a Largo Plazo

Para que se forme un recuerdo entran en juego varios fenémenos y elementos
diferentes. Uno de estos fendmenos es la PLP (Cooke and Bliss, 2006). La estimulacion eléctrica
de circuitos de la formacion hipocampal puede desembocar en cambios sinapticos, mas o0 menos
permanentes, a largo plazo. Estos cambios sinapticos parecen ser los responsables del
aprendizaje (Walker y Stickgold, 2006). La PLP se puede describir como el aumento a largo
plazo que se produce en la excitabilidad de una neurona ante una aferencia sinéptica
determinada, debido a una actividad de alta frecuencia de esta ultima (Hebb, 1949; Cooke y
Bliss, 2006).

El hipocampo juega un papel fundamental en la memoria, en tanto que ejerce, entre
otras, una funcion determinante en el almacenamiento de la informacién nueva antes de que
esta se consolide (Harand y cols., 2012). La formacidén hipocampal se localiza en el l6bulo
temporal e incluye el complejo subicular, el hipocampo y la circunvoluciéon dentada. Sus
principales aferencias y eferencias neocorticales se conducen a través de la corteza entorrinal, la
cual transmite la informacion aferente a la circunvolucion dentada mediante la via perforante.
Estas neuronas envian axones al CA3, donde establece sinapsis con las células piramidales de
éste. Los axones de estas células piramidales proyectan hacia el CA1 adyacente y hacia el
trigono cerebral, hasta estructuras del prosencéfalo basal, concretamente al area septal y a los
cuerpos mamilares. Las neuronas de CA1 son la principal fuente de eferencias del hipocampo,
de éstas surgen axones a neuronas del complejo subicular, desde donde se proyectan hacia la
corteza entorrinal y al prosencéfalo basal, a través de la fimbria y férnix. La informacion
consolidada pasa de ser contenida en el hipocampo a distribuirse por la corteza prefrontal,
formando lo que se conoce como la memoria a largo plazo (Cérdoba-Montoya y cols., 2010;
Squire y Wixted, 2011). Sin embargo, la PLP por si misma no es suficiente. Una de las

caracteristicas que presenta la PLP es que el rapido ritmo de estimulacion hace posible que los
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potenciales excitatorios postsinapticos se sumen, ya que cada uno de los sucesivos potenciales
ocurre antes de que el anterior se extinga (Hebb, 1949). Una consecuencia de esto es que la
membrana celular permanece mas tiempo despolarizada, en comparacion con una tasa de
disparo neuronal basal.

Se sabe que cuando las moléculas de un neurotransmisor se unen a los receptores
postsindpticos de una espina dendritica despolarizada, la sinapsis se refuerza (Cooke y Bliss,
2006). Experimentos entorno a este asunto han concluido que la PLP requiere: a) activacion de
la sinapsis, y b) despolarizacién de la membrana postsinaptica. El neurotransmisor implicado en
este proceso es el Glut, cuyos efectos postsinapticos modula los receptores NMDA (Molnéar,
2011).

El receptor NMDA es abundante en la formacién hipocampal (Geddes y cols., 1986),
donde controla la apertura de un canal dependiente de Ca2?* que, habitualmente, se encuentra
bloqueado por un ién Mg?*. Sin embargo, cuando la membrana es despolarizada, el Mg?* se
libera al espacio sinaptico y el Ca2* puede introducirse en la célula: el Ca2* s6lo puede entrar en
la célula cuando el Glut esta presente y la membrana postsinaptica esta despolarizada, sin
embargo, como se observa en la figura 7, para que este proceso ocurra es necesaria la
participacion de los receptores acido propionico de alfa amino-3-hidroxi-5-metil-4—isoxazol
(AMPA), encargados de iniciar el potencial de accion mediante su canal de Na%* (Cooke y Bliss,

2006).
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Fig. 7. Potencial de accién. Cuando la neurona postsinaptica permanece en reposo, un ion de
magnesio (Mg?*) bloquea la entrada del receptor NMDA. Ante la liberacién de Glut, cuando la
membrana es despolarizada mediante un potencial de accién el ion Mg?* se libera y permite la
entrada de calcio (Ca?*) al interior de la célula, donde activa la CaMK-II. Una vez activada, la CaMK-
Il puede influenciar las propiedades fisioldgicas de la célula, fosforilando al receptor AMPA.

Si las sinapsis débiles se activan por si mismas, no sucede nada, ya que la membrana
de la espina dendritica no se despolariza lo suficiente para abrir los canales de Ca?* NMDA. Pero
si la actividad de las sinapsis fuertes localizadas en alguna otra parte de la neurona postsinaptica
provoca que ésta se descargue, una espina dendritica despolarizara la membrana lo suficiente
como para que el Ca?* penetre en la célula. Asi, las propiedades del receptor NMDA no sélo
explican la PLP, sino también su factor de asociabilidad. Cuando una sinapsis se fortalece, se
dan dos tipos de modificaciones: a) las sinapsis individuales se refuerzan (dependiendo de la

activacion de receptores AMPA), y b) proliferan nuevas sinapsis.
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5. Efecto de la edad sobre el sueio y la memoria

El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmision mas relevantes para
el buen funcionamiento del proceso cognitivo en general, y la memoria en particular. Es el
encargado de la sintesis del neurotransmisor ACh, y ademas de encargarse de mediar la
actividad sinaptica en el cerebro y regular aspectos tan importantes como la plasticidad neuronal,
el arousal o el refuerzo, juega un papel determinante en multiples funciones del sistema nervioso
auténomo, como la contraccién de la musculatura lisa y rugosa. El sistema colinérgico resulta de
gran importancia en el modelaje tanto estructural como funcional de las neuronas, por lo que
resulta de especial relevancia en el proceso de envejecimiento, tanto normal como patol6gico

(Schielbs y Arendt, 2011).

5.1.Memoria y envejecimiento: papel del sistema colinérgico

El envejecimiento fisiolégico y los trastornos neurodegenerativos encuentran en el déficit
colinérgico un punto en comun (Yankner y cols., 2008), ya que la reduccién de la actividad de la
ACh no sélo aparece en el primero, sino también en practicamente todos los tipos de demencia
(Grothe y cols., 2012; Haense y cols., 2012). No obstante, la naturaleza de este déficit es
fundamentalmente distinta en los detalles. En el envejecimiento fisioldgico, la pérdida de ACh se
debe principalmente al desgaste dendritico, sinaptico y axonal (Schielbs y Arendt, 2011), en
cambio, en los pacientes con EA la afectacion colinérgica presenta un perfil distinto, ya que el
déficit esta principalmente causado por la muerte neuronal (Yankner y cols., 2008).

Uno de los factores mas importantes relacionados con la ACh es el factor de crecimiento
neurotréfico (NGF, por sus siglas en inglés) (Katoh-Semba y cols., 1998), encargado no sélo de
equilibrar el ratio entre crecimiento y muerte neuronal, sino también de la proteccién de las
neuronas colinérgicas (Sofroniew y cols., 2001). Este es un punto importante, porque es la

primera diferencia con el envejecimiento normal. Mientras que en este, el déficit colinérgico se
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debe a una falta de funcion del propio sistema, en personas con DCL o estadios previos de EA,
lo que se encuentra es una disminucion en la actividad del NGF (Schielbs y Arendt, 2011). Mas
concretamente, se ha visto que los pacientes con DCL presentan principalmente una regulacion
a la baja de los principales receptores de NGF, el trkA y el p79NTR (Costantini y cols., 2005;
Mufson y cols., 2007). Esto provoca que la forma previa del NGF, el pro-NGF, se acumule y
provoque un desequilibrio que da lugar en ultimo término a los problemas de memoria y demas
facultades cognitivas que se ven clasicamente alteradas en la vejez, sin embargo, la relacion
entre neurodegeneracidn colinérgica y EA es de caracter especial.

Se ha descrito que la correlacién entre neurodegeneracion y placas solubles es mayor
que con las placas insolubles, diana tradicional de las investigaciones (Ferrer, 2012; Marchesi,
2012). Es cierto que estos conglomerados terminan formando placas, y que éstas a su vez,
potencian la neurodegeneracién. Se dice que esto se produce debido a la muerte neuronal, y
que ésta puede ser debida a una disfuncion de la eficiencia en la gestion de recursos
energéticos (Bigl y cols., 2003). Las neuronas colinérgicas tienden a requerir un mayor aporte
energético para funcionar. Para formar ACh, es necesario que la acetil-CoA esté disponible, la
cual se obtiene a partir de la degradacién de la glucosa durante la glucélisis. Uno de los efectos
de la acumulacién extracelular de proteina BA se produce sobre la fosfofrutokinasa (PFK, por
sus siglas en inglés), una de las principales enzimas en la glucélisis cerebral. Asi, cuando hay
una presencia significativa de placas de BA, se produce una interferencia que impide a la
neurona acceder de forma totalmente eficiente a su principal fuente de abastecimiento
energético (Blgl y cols., 2003).

En suma, los diferentes estudios aportan gran cantidad de informacion sobre las
diferencias en el deterioro del sistema colinérgico en funcion del tipo y calidad de envejecimiento
que al que esta expuesto un individuo. Asi, por ejemplo, en el envejecimiento fisioldgico existe

una degeneracion en las dendritas, axones y neuronas colinérgicas, aunque no se encuentra un
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grado significativo de muerte neuronal, sino mas bien en la funcionalidad de estas células. Por
su parte, en el DCL y estadios previos de la EA, a pesar de que la muerte neuronal se encuentra
reducida significativamente, el déficit colinérgico viene dado por desequilibrios en la expresion de
NGF (y sus receptores, trkA y p75NTR), proNGF y cambios en la liberacion de ACh. Por ultimo,

en la EA, esta neurodegeneracion coexiste con la acumulacion de Ay NFT.

5.2.Suefo y envejecimiento

Las personas de edad avanzada refieren recurrentes quejas acerca de la calidad y la
cantidad de horas de suefio que realizan, incluyendo desde suefio interrumpido a estados de
excesivo adormecimiento durante el dia (Vitiello y cols., 2004). Mediante estudios con
polisomnografia, la informacion aportada por estos autoinformes ha podido ser confirmada
(Crowley, 2011). Un metaanalisis de mas de 65 estudios, con un total de 3.577 sujetos adultos
de distintas edades concluyé que mientras el porcentaje de suefio ligero durante la fase NREM
aumentaba, el suefio REM y el suefio de ondas lentas disminuian en funcion de la edad (Ohayon
y cols. 2004). Estos resultados sugerian que los cambios en el suefio asociados a la edad
pueden ser evidentes ya en los participantes jovenes y adultos de mediana edad. Los cambios
en el suefio de ondas lentas representan uno de los parametros asociados a la edad mas
significativos, debido a las propiedades y funciones (especialmente las relacionadas con la
memoria) que se han vinculado a este tipo de suefio (Bliwise, 2003; Born y Wilhem, 2012).

A pesar de las diferencias interindividuales, es un hecho que durante el envejecimiento,
el pico nocturno de melatonina decrece. Esto es asi hasta el punto de que en multitud de
personas de edad avanzada, los valores nocturnos de esta hormona se hacen indistinguibles de
los obtenidos durante el dia (Hardeland, 2012). En tanto que pueda identificarse cierta ritmicidad
en los niveles de esta hormona, los picos nocturnos en plasma suelen encontrarse con
anterioridad en el tiempo en las personas mas mayores, en comparacién con adultos jovenes

(Skene y Swaab, 2003).
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5.3.Memoria y estrés

La memoria es un proceso activo en el cual se retiene la informacion procedente del
entorno de manera indiscriminada. Elementos como el contexto en que la informacion se
desarrolla, la experiencia previa y variables fisiolégicas aparentemente sin relacién (como los
niveles de glucosa en sangre), filtran qué detalles serén los que lleguen a almacenarse, asi
como el detalle con el que se almacenen. Uno de los filtros mas importantes es el estado
emocional. La memoria y la emocion son dos procesos psicoldgicos estrechamente
relacionados. Existe amplia evidencia que demuestra que la retencion de la informacion se ve
facilitada bajo estados emocionales intensos (May y cols. 2012; Davis y Levine, 2013) y que los
recuerdos son capaces de provocar respuestas emocionales vividas, ya sea de forma consciente
o inconsciente (Damasio, 2005; Davis, 2011; Lissek, 2012). Uno de los estados emocionales que
mas volumen de literatura ha generado en relacion con la memoria es el estrés. La respuesta al
estrés implica la activacidn del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) (Ulrich-Lai y Herman,
2009). Esta activacion consiste en la secrecion de la hormona de liberacion de corticotropina
desde el hipotadlamo, activando los receptores de esta hormona en la hipdfisis (gldndula
pituitaria). La liberacion posterior de la hormona adrenocorticotropa conduce a la secrecion de
corticoesteroides desde las glandulas adrenales al torrente sanguineo. El inicio de esta
respuesta de estrés viene acompafada, ademas, por la activacion de otros neurotransmisores,
entre los que se incluyen monoaminas y neuropéptidos (Joéls y Baram, 2009; Ulrich-Lai y
Herman, 2009). En este sentido, sustancias que bloquean la liberacién de Glut, o antagonistas
de los receptores NMDA previenen la atrofia inducida por los glucocorticoides y el estrés, tanto
en el hipocampo (Tamaki y cols., 2008) como en la corteza prefrontal (Martin y Wellman, 2011).
Ademas, varios estudios demuestran que los glucocorticoides son capaces de potenciar la
transmisién excitatoria en el hipocampo, afectando a una gran variedad de procesos

postsinapticos, como la PLP, previamente mencionada (Yang y cols., 2008; Chen y cols., 2010).
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Existen varios estudios que demuestran que el estrés afecta directamente al hipocampo, tanto su
funcién como su estructura (McEwen, 2007; Howland y Wang, 2008; Chen y cols., 2010; Dorey y
cols., 2012). En este sentido, se ha descrito que exposiciones a estrés crdnico pueden derivar en
déficits de memoria y procesos de PLP anormales (Sunanda Rao y Raju, 2000; Park y cols.,
2001), y que estas alteraciones pueden ocurrir igualmente en el DCL asociado a la edad (Wilson
y cols., 2007). Asimismo, el estrés agudo (entendido como de duracién de minutos a horas) es
capaz de afectar a la memoria de una forma similar (Diamond y cols., 2006; Bremner y cols.,
2008; Conboy y cols., 2009), ejerciendo influencia sobre la PLP y reduciendo la densidad
dendritica de areas como CA1 y CA3 del hipocampo (Stewart y cols., 2005; Chen y cols., 2008;
Cazakoff y Howland, 2010). Se ha demostrado que los cambios producidos por el estrés a este
nivel pueden ser revertidos con el tiempo (McEwen, 2007). Sin embargo, la exposicién a una
fuente de estrés prolongada puede generar cambios mas duraderos, incluso morfolégicos e
irreversibles (Sapolsky y cols., 1985; Mizoguchi y cols., 1992). Otro factor relevante para este
trabajo es el descubrimiento de que en este tipo de situaciones, los individuos de mayor edad
presentan una mayor afectacion por los niveles de estrés disponibles (Kerr y cols., 1991; Garrido
2011). Estudios llevados a cabo en hipocampo de roedores afosos han corroborado que la edad
es un factor que potencia el efecto de los estresores sobre esta estructura (Eldridge y cols.,

1989; Sodero y cols., 2011; Vanguilder y cols., 2012).

5.4.Estrés, suefio y memoria: paradigma de la privacion de sueiio

Entre las diferentes causas que pueden estar detras de la reduccién y pérdida funcional
de la melatonina en el envejecimiento, el estrés es un factor que se ha postulado como
relevante. Asi, en diversas ocasiones se ha demostrado que existe una relacion entre la
respuesta al estrés y la regulacion circadiana del organismo (Corbett y cols., 2008; Gonnissen y
cols., 2012; Olbrich y Dittmar, 2012). El estrés ha sido estudiado ampliamente desde el campo

de la investigacion basica. En términos metodoldgicos, existen hoy una gran variedad de
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paradigmas para inducirlo, no sélo como un objetivo final, sino como forma de activacion de una
via que induce otras condiciones relacionadas con el estrés, como la depresion o la ansiedad
(Anisman y Matheson, 2005). Sin embargo, la mayoria de los modelos que se utilizan presentan
varias dificultades que, aunque resultan determinantes, no se esquivan faciimente en lo que se
refiere al estudio de los ritmos circadianos (Havekes y cols., 2012), al estrés (Dorey y cols.,
2012) y a la interaccion entre ambos (Galvéo y cols., 2008). A pesar de voces discrepantes
(Vertes, 2004), ha sido probado repetidamente la necesidad del periodo de suefio para la buena
consolidacion y recuperacion de determinados tipos de memoria: procedimental (Diekelmann y
cols., 2009), declarativa (Pace-Schott y cols., 2009), o de trabajo (Voderholzer y cols., 2011); y
que la falta de suefio afecta de manera severa a la ejecucion de tareas cognitivas (Durmer y
Dinges, 2005). No obstante, ciertas tareas son mas sensibles a la privacién de suefio que otras:
en la memoria asociada al reconocimiento facial, por ejemplo, permanece intacta en sujetos
privados de suefio durante periodos de hasta 35 horas, aunque si se altera el recuerdo del
contexto en que estas caras aparecieron (Sheth y cols., 2009).

Mediante el control del suefio, el reloj interno influye de forma inevitable el proceso
cognitivo, y reduce su capacidad durante los periodos de inestabilidad circadiana
presumiblemente asociada a la privacion de suefio (Kyriacou y Hastings, 2010) y a la
desincronizacion forzada, en los cuales se impide dormir al sujeto durante un periodo completo
de 24 horas, tal y como ocurre en el paradigma de privacién de suefio que se plantea en este
trabajo. Se ha propuesto que el deterioro de la memoria causado por la privacién de suefio viene
dado por el efecto que esta tiene sobre la PLP en el hipocampo (McDermott y cols., 2006). Sin
embargo, varios autores sugieren diferentes mecanismos por los cuales este fenomeno puede
ocurrir (Patti y cols., 2010), atribuyéndolo a reducciones en el tiempo de reaccién (Polzella y
cols., 1975), o a alteraciones motoras (Gruat-Masso y cols., 1995). De cualquier modo, siendo

que la memoria se ve afectada en gran medida por las condiciones ambientales, podria decirse
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que las alteraciones conductuales inducidas por la privacién de suefio contribuyen al efecto
amnésico a través de un proceso dependiente de estado (Galvao y cols., 2008). En este sentido,
en roedores (Aleisa y cols., 2011a) y en humanos (Jugovac y Caballero, 2011), la privacién de
suefio ha demostrado ser capaz de perjudicar la respuesta cognitiva en aquellas tareas que son
particularmente dependientes de la funcion del hipocampo, como la memoria espacial (Graves y
cols., 2003), medida en la piscina de Morris (Smith y Rose, 1997) o en el Radial Arm Maze

(Smith y cols, 1998).

5.5.Suefio y estrés

Tanto el estrés cronico como el estrés agudo poseen un pronunciado efecto sobre la
arquitectura del suefio y la ritmicidad circadiana, tanto en humanos como en modelos murinos
(Cano y cols., 2008; Granli y cols., 2012). Estudios en animales (Cano y cols., 2008) y en
humanos (Antonijevic, 2008) desvelan la existencia de fuertes interacciones entre el sistema
circadiano y la respuesta al estrés. Estos datos indican que la respuesta de un organismo a un
estresor agudo varia en funcién del momento del dia en que el estimulo se presenta por lo que
esta relacionado con el sistema circadiano (Cano y cols., 2008). Experimentos de estrés agudo
en distintos roedores confirman estos datos. Estudios llevados a cabo en hamsters indican que
bajo condiciones de estrés agudo, estos animales son capaces de reiniciar la sefial del reloj
biolégico (Van Reeth y cols., 1991), lo que apoya la idea de una relacion entre estrés y sistemas
fisioldgicos circadianos de caracter adaptativo. Por otra parte, el factor de liberacion de
corticotropina del hipotadlamo de ratas estd implicado en la regulacion fisiolégica del despertar,
asi como en las modificaciones en el ciclo suefio-vigilia inducidas por la exposicién a estresores

agudos (Opp, 1995), y por cambios en la fase de suefio REM (Gonzalez y cols., 1997).
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6. Octodon degus como modelo para el estudio de
enfermedades neurodegenerativas y deterioro cognitivo

asociado a la edad

La hipotesis de la cascada amiloidea es una de las mas apoyadas actualmente para
explicar la EA (Hardy y Gwinn-Hardy., 1998; Marchesi, 2012). Partiendo de esta hipotesis, los
modelos transgénicos devienen de las tres principales caracteristicas identificadas clave en la
EA: la proteina APP, la PSEN1 y PSEN2, y la proteina tau (Hock y Lamb, 2001), con el objetivo
de desarrollar la caracteristica acumulacién de amiloide y NFTs (Oddo y cols., 2003). La principal
ventaja de estos modelos es su éxito en la reproduccion de un resultado fisiopatolégico y
conductual similar al observado entre los pacientes con EA (Oddo y cols., 2003; Richardson y
cols., 2003). Sin embargo, aunque los modelos transgénicos han demostrado su utilidad para el
estudio de la EA, plantean importantes restricciones. La limitacion mas importante que estos
modelos presentan es la necesidad de la manipulacion genética y/o farmacologica para alcanzar
el estado inherente fisiopatoldgico de la EA y otros estados neurodegenerativos. Por ejemplo, se
sabe que los pacientes con EA muestran una pérdida masiva de neuronas (Muhammad y cols.,
2007; Jacobs y cols., 2012), y esta funcién tiene que ser implantada en el raton porque incluso
los modelos transgénicos no muestran una pérdida de magnitud similar sin manipulacion
(Calhoun y cols., 1998; Reyes y cols., 2004). Otro aspecto importante de la EA de la que carecen
estos modelos es la distribucion anatdmica de las placas seniles y la acumulacion de NFTs (Gotz
y cols., 2004). En los seres humanos, la muerte neuronal derivada de estas dos propiedades se
ha localizado principalmente en la corteza prefrontal y parietal (principalmente hipocampo)
(Jacobs y cols., 2012). Sin embargo, esta localizacién no se ha logrado en los diferentes
modelos disponibles. Teniendo esto en cuenta, la disponibilidad de un modelo que pueda cubrir

estas limitaciones seria sin duda muy apreciado. En los ultimos afios, un roedor originario de
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Chile, el O. degus ha ganado prominencia como un modelo valioso para muchas enfermedades
diferentes, entre ellas las relacionadas con la neurodegeneracion, ya que este animal puede
desarrollar de manera natural varios sintomas que se pueden vincular a un numero de
condiciones patoldgicas similares a estas dolencias. Debido a su ciclo diurno particular, se ha
utilizado con frecuencia en estudios circadianos (Otalora y cols., 2010; Vivanco y cols., 2010).
También es un roedor muy social, lo que explica su papel en la investigacion social y
neuroafectiva (Colonnello y cols., 2010). Sin embargo, en los ultimos afios, la participacion del O.
degus en el estudio de la neurodegeneracién ha sefialado a ésta como uno de los campos mas
prometedores en los que utilizar este roedor. EI O. degus vive una media de hasta 7 afios en
cautiverio (Lee, 2004), por lo que es de por si un modelo interesante para su uso en estudios
longitudinales, incluidos los relacionados en el campo de la neuropsicobiologia del

envejecimiento y la EA.

6.1.Similitudes histopatoldgicas humano / O. degus

En el contexto de la hipétesis amiloidea de la EA, uno de los puntos més significativos es
el papel que juega la neurodegeneracién colinérgica en la aparicion de los dos marcadores
principales de la enfermedad: la acumulacion de placas de proteina BA y la formacién de NFTs
(Ballard y cols., 2011; Schliebs y Arendt, 2011). Sin embargo, la relaciéon entre estos dos
elementos no esta clara, aunque varias hipétesis han tratado de vincularlos (Selkoe, 2001b;
Masters and Selkoe, 2012). Respecto a la acumulacion de PA y NFTs, hace unos afios,
Inestrosa y colaboradores (2005) demostraron que el O. degus desarrolla naturalmente
acumulacion de BA y NFTs con la edad (Inestrosa y cols., 2005). El descubrimiento demostro
que este roedor, en su entorno natural, podria producir placas en diferentes areas del SNC,
incluyendo el hipocampo y la corteza frontal, ambos afectados en pacientes con EA (van Groen'y
cols., 2011; Ardiles y cols., 2012). Ademas, los analisis inmunohistoquimicos y genéticos

realizados en el roedor, revelaron un alto grado de similitud entre los depésitos encontrados en
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humanos y la APP; de hasta un 97,5% de homogeneidad segun los resultados obtenidos
mediante RT-PCR (Inestrosa y cols., 2005). Sin embargo, a pesar de lo prometedor que este
animal puede parecer, ha de satisfacer ciertos requisitos antes de que pueda ser utilizado como
un modelo apropiado para el estudio de la EA, ya que los cambios histopatoldgicos que ocurren
en los cerebros de O. degus sblo se observan en los animales afiosos (Inestrosa y cols., 2005;
van Groen y cols., 2011) y nunca se han detectado en animales jovenes. Comentarios similares
se pueden hacer en relacion con los depdsitos de proteina tau. Esto sugiere que los depdsitos
de PA y NFTs en estos roedores son dependientes de la edad, del mismo modo que lo son tanto
en pacientes con EA (Masters y Selkoe, 2012) como en algunos de los ratones transgénicos mas
exitosos estudiados hasta la fecha (Oddo y cols., 2003; Hock y Lamb, 2011). En relacion al
sistema colinérgico, el O. degus también cuenta con ciertas ventajas. Al parecer, el O. degus
posee en su corteza neuronas ricas en acetilcolinesterasa (Inestrosa y cols., 2005), y aunque en
densidad diferente, presentan una morfologia y una localizacion similar a la de los humanos

(Inestrosa y cols., 2005; Braidy y cols., 2012).

6.2.Octodon degus, é¢qué ofrece?

El éxito y bondad de un modelo animal es proporcional a su capacidad de reproducir la
fisiopatologia y la conducta del trastorno que se pretende estudiar. En el deterioro cognitivo
asociado a la edad, el declive en la memoria es el principal aspecto que cualquier modelo que
pretenda erigirse como valido para la investigacion deberia ser capaz de reproducir. En este
sentido, un estudio reciente ha demostrado que en O. degus de 12 a 36 meses de edad, la
acumulacion progresiva de oligomeros de A y de NFTs asociadas a la edad, correlacionan
negativamente con el rendimiento en la memoria de reconocimiento espacial y de objeto (Ardiles
y cols., 2012). Ademas, los resultados de este trabajo también muestran una correlacion entre
deterioro cognitivo causado por la presencia de BA y una alteracion de la funcién y plasticidad

post-sinaptica (Ardiles y cols., 2012).
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Como el deterioro de la memoria es la primera manifestacion de los sintomas de la EA,
uno de los requisitos que debe cumplir el O. degus es ser capaz de discriminar en diferentes
tests cognitivos, diferentes tipos de memoria clasicamente afectadas en la EA. Cabe destacar
que Ardiles y colaboradores (2012) utilizaron dos paradigmas conductuales para la evaluacion
de la memoria: el Novel Object Recognition task (NOR) y el laberinto en forma de T (T-Maze). El
NOR es uno de los paradigmas escogidos para la evaluacion de la memoria en esta tesis, y se
detalla en la seccion de «Materiales y métodos». Por su parte, el T-Maze es un test cognitivo-
conductual clasicamente utilizado en conducta en modelos de aprendizaje y memoria (Sharma y
cols., 2010), por lo que comparte muchas de las caracteristicas, tanto teéricas como précticas,
de los otros dos paradigmas utilizados en esta tesis: el laberinto de brazo radial (Radial Arm

Maze) y el laberinto de Barnes (Sharma y cols., 2010).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS







El presente proyecto de tesis abarca los siguientes objetivos.

1. Investigar el efecto de la privaciéon de suefio inducida mediante gente-handling en un
modelo animal de O. degus joven (entre 12 y 18 meses de edad), mediante la
evaluacion del aprendizaje, la memoria espacial y la memoria de trabajo con los
paradigmas conductuales de Radial Arm Maze, Barnes Maze y Novel Object
Recognition.

2. Estudiar el efecto sumatorio de la edad y la privacion de suefio inducida por gente-
handling, mediante la evaluacién del aprendizaje, la memoria espacial y la memoria de
trabajo con los paradigmas conductuales de Radial Arm Maze, Barnes Maze y Novel
Object Recognition.

3. Explorar el efecto de la memantina sobre el deterioro cognitivo inducido por privacion de
suefio. mediante la evaluacion del aprendizaje, la memoria espacial y la memoria de
trabajo con los paradigmas conductuales de Radial Arm Maze, Barnes Maze y Novel
Object Recognition

4. Explorar si existe una posible relacion entre la edad y los niveles de corticosterona,
conocido marcador del estrés, y el grado de ejecucion conductual en los distintos
paradigmas de memoria y aprendizaje. Para ello se utilizara la técnica de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

5. Explorar mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) la contribucién de cada
diferentes neurotransmisores implicados en los procesos de memoria, aprendizaje y
regulacién del suefio, en el contexto del envejecimiento y el deterioro cognitivo asociado

a la edad en un potencial modelo roedor para la EA.

Teniendo en cuenta lo anterior, se plantean las distintas hipotesis a explorar mediante

los experimentos realizados.
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El efecto de la privacién de suefio sobre la memoria de trabajo y de referencia, medida
mediante distintos paradigmas conductuales, sera mayor en los animales afiosos en
comparacion con los animales jovenes.

Es presumible que la memantina revierte los efectos negativos de la privacidén de suefio,
tanto en los O. degus jovenes como en los afiosos.

Se espera encontrar una correlacion positiva entre los niveles de cortisol y la edad, asi como
diferencias en estos niveles entre las condiciones de suefio normal y privacién de suefio.

Se espera encontrar una diferencia en los niveles de los neurotransmisores en los diferentes
grupos de edad, asi como en las diferentes estructuras analizadas: corteza frontal,

hipocampo y epifisis.

66



MATERIALES Y METODOS







1. Animales

Para los experimentos llevados a cabo en este trabajo, se utilizaron 65 Octodon degus
hembras de edades comprendidas entre los 6 y los 50 meses de edad (Tabla 1), facilitadas por
el Animalario de la Universidad de Alicante. Los animales fueron transportados y estabulados
individualmente en cajas estandar de plexiglas (40x25x25 cm). El suelo de las cajas se recubrid
con viruta, renovada una vez por semana para mantener condiciones de higiene dptimas. En
periodos de no experimentacién, los animales disponian de agua y comida ad libitum,
proporcionada por Harlan (Harlan Tekland Global Diet ®, laboratorios Harlan, Espafia). La sala
de estabulacion se mantuvo a una temperatura constante de 21 x* 1°C, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas (inicio del ciclo de luz a las 8 a.m.). Todos los procedimientos
experimentales realizados en este trabajo han cumplido con la normativa europea respecto al
cuidado de animales de experimentacion (2010/63/UE) y ha contado con la aprobacién del

comité cientifico y ético de la Universidad de Murcia.
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Tabla 1. Matriz de animales utilizados en los diferentes experimentos.
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2. Diseno experimental

2.1. Experimentos conductuales

Todos los experimentos de evaluacidén conductual se llevaron a cabo entre las 8 a.m. y
las 10 a.m. Previo a la realizacién de los test, los animales estaban sometidos a una de dos
condiciones: suefio normal (No SD), en la que se les dejaba descansar toda la noche en su ciclo
normal de suefio/vigilia; y privacién de suefio (SD), en la que se alteraba su ciclo de descanso,
impidiéndoles dormir. Transcurridas las 12 horas del periodo de oscuridad, se comenzaba la
bateria de pruebas. Para los estudios farmacoldgicos, la memantina se obtuvo a través de
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y se almacend a temperatura ambiente. En la condicién de
tratamiento, una dosis de 0 (suero salino 0.9% viv) o 10 mg/Kg se administrd
intraperitonealmente a los animales 15 minutos antes del inicio del ciclo de oscuridad. Asi, los
grupos experimentales utilizados en este fueron cuatro: No SD sin tratamiento (control), No SD

con tratamiento, SD sin tratamiento y SD con tratamiento.

a) Condicién de suefio normal (No SD)

Vehiculo / _ _

Memantina

- iy [RAM ] [Bm] [NOR|
AR BN =g ,

8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
(Lights off) (Lights on)

b) Condicién de privacion de suefio (SD)

Vehiculo / _ _

Memantina

ESR By YT s

8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
(Lights off) (Lights on)
Fig. 8. Esquema de los programas seguidos para los estudios conductuales. Antes de
realizar la bateria de test, los animales pasaban por una de estas dos condiciones
diferenciadas: condicidn de suefio normal (a), o privacion de suefio (b).
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2.2.Extraccion de sangre para medicion de cortisol

La extraccion de sangre para la medicién de los niveles de corticosterona plasmatica se
realizé tres veces al dia, siguiendo el procedimiento explicado mas adelante. Las horas de
extraccion de sangre fueron las 7:30 a.m., 1:00 p.m. y 7:30 p.m. La eleccién de estos tiempos se
realizo acorde a datos extraidos de la literatura, en los que se describen valores diferenciados en

las horas previas a los distintos ciclos de actividad circadiana (Lilley y cols. 2011).

7:30 p.m. 7:30 a.m. 1p.m.
(Extraccion) (Extraccion) (Extraccion)

Vo DR v v
LD () ,

8 p.m. 8 a.m. 2 p.m.
(Lights off) (Lights on)

Fig. 9. Esquema del programa seguido para la extraccion de sangre para el analisis
de corticosterona en plasma.

3. Procedimientos

3.1.Privacion de sueio

La privacién de suefio (SD) por gentle handling es un procedimiento por el cual el ciclo
de suefio normal del animal es interrumpido mediante una leve, aunque suficiente, estimulacién
tactil en el momento en que el animal comienza a presentar signos de adormecimiento, bien
electrofisiolégicos, bien posturales. Para ello, se utilizd una adaptaciéon del método descrito
previamente por Tobler y cols (1997). En el momento en que el animal presentaba signos de
adormecimiento (méas de un minuto de inactividad), se balanceaban suavemente las cajas de
estabulacion, hasta lograr que el animal comenzara a deambular. El procedimiento daba
comienzo al inicio de la fase de descanso (las 8 p.m.), y tenia una duracion de 12 horas, hasta

completar el total del ciclo de oscuridad. A las 8 a.m. comenzaba el ciclo diurno. Para evitar que
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los animales se durmieran durante el periodo entre el final del ciclo de noche y el comienzo de

los test, se mantenia la estimulacion hasta el inicio de las pruebas conductuales.

3.2.Radial Arm Maze

El laberinto consiste en ocho brazos de metacrilato opaco de 57x11 cm que se coloca
radialmente alrededor de una plataforma central (Foreman y Ermakova, 1998), situada a 40 cm
del suelo. Para evitar que el animal escape de un brazo a otro sin pasar por la plataforma central,
se afiadieron paredes de poliuretano (17x15 cm) a ambos lados de cada brazo (Unidad Técnica

de la Universidad de Murcia).

Fig. 10. Esquema del Radial Arm Maze, visto desde arriba.

Fase de habituacién

En esta fase, todos los animales fueron sometidos a una sesion de aclimatacion al
entorno (Fig. 11). En esta sesidn, los animales eran trasladados desde la colonia a la sala de
experimentacion, donde permanecian sin manipular durante 5-10 minutos. Después, cada animal
era colocado en el centro de la plataforma y se le permitia explorar el laberinto libremente

durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, era introducido en su caja y devuelto a la colonia.
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Fig. 11. Esquema de la fase de habituacién en el Radial Arma Maze. Los animales pasaron
por esta fase durante 3 dias consecutivos, antes de comenzar la fase de entrenamiento.

Fase de entrenamiento

Una semana previa al comienzo del entrenamiento, los animales fueron sometidos a un
programa de restriccidn de la ingesta con el fin de poder utilizar posteriormente su propia comida
como reforzador. La fase de entrenamiento consistié en una sesién diaria durante siete dias
consecutivos (Fig. 12). Durante este periodo, se introdujeron cuatro porciones de comida en
cuatro brazos distintos, escogidos de forma aleatoria.

En el entrenamiento, los animales eran situados en el centro de la plataforma, retenidos
durante treinta segundos. Finalizado este tiempo, se permitia al animal explorar el laberinto
hasta: a) un méximo de 10 minutos; b) los ocho brazos eran visitados; ¢) pasara 2 minutos desde
la ultima visita a uno de los brazos. Aqui, un brazo se considera «visitado» cuando el cuerpo
completo del animal esta dentro del brazo (excluyendo la cola). Terminado el ensayo, el animal
era devuelto a su caja y la superficie limpiada con etanol al 70%, con el fin de evitar claves

odorificas para el resto de animales.

I e
>0 L DI

8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
(Lights off) (Lights on)

Fig. 12. Esquema de la fase de entrenamiento en el Radial Arma Maze. Los animales
pasaron por esta fase durante 7 dias consecutivos.
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Fase de test

Como medida de memoria y aprendizaje se calculé la diferencia entre el ultimo y el
primer dia de entrenamiento. Para el analisis se tuvieron en consideracion cuatro variables: a) la
latencia de entrada en el primer brazo; b) el tiempo total en completar el ensayo de
entrenamiento; ¢) el numero de errores de memoria de referencia (entrar en un brazo que no
tuviera reforzador); y d) el numero de errores de memoria de trabajo (entrar en un brazo
previamente visitado en esa sesion). Para el efecto de la privacién de suefio, se compararon la

ejecuciones del primer dia y el dia después de la privacion (Fig. 13).

Vehiculo / _ _

Memantina

I R P %%

8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
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Fig. 13. Esquema de la fase de test en el Radial Arma Maze. Después de pasar por una de
las dos condiciones de suefio, los animales eran expuestos a una ultima sesién, cuya
ejecucidn fue registrada y comparada entre ambas.

Todos los ensayos se realizaron entre una y dos horas después de finalizar el ciclo de

oscuridad.

3.3.Barnes Maze

El laberinto de Barnes (Barnes, 1979) es una plataforma circular de plexiglas blanco

opaco (160 cm diametro), elevada a 45 cm del suelo y rodeada por una pared de polietileno de
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50 cm de altura. La plataforma cuenta con dieciocho agujeros circulares (8 c¢cm diametro),
separados por una distancia equidistante de 16 cm y 5.5 cm separados del borde. Todos los
agujeros estan bloqueados en la parte inferior por una malla metalica, a excepcion del «agujero
de escape». La posicion del agujero de escape no varia a lo largo de las sesiones. La caja de

estabulacion del animal («caja de escape») se coloca debajo del agujero de escape (Fig. 14).

Agujero escape

Caja escape

Fig. 14. Esquema del Barnes Maze, visto desde arriba.

El procedimiento se divide en tres partes diferenciadas.

Fase de habituacién

La primera fase comienza con el animal en la caja de escape durante dos minutos.
Finalizado este tiempo, se le coloca cerca del agujero de escape y se deja que explore durante
un minuto. Si en ese tiempo no logra escapar, se dirige manualmente su escape hasta que logra
introducirse en el agujero. La plataforma se limpia entonces con alcohol al 70%. Dos minutos
después de permanecer en la caja de escape, se coloca al animal durante 30 segundos en un
compartimento abierto en sus extremos (35x10 cm), situado en el centro de la plataforma.
Pasado este tiempo, se permite al animal explorar la plataforma libremente hasta un méaximo de

cuatro minutos. Si el animal no escapa en ese periodo, se dirige manualmente su escape hasta
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que entra en el agujero, donde permanece en la caja de escape durante dos minutos. La
plataforma se limpia de nuevo. Transcurridos los dos minutos, se devuelve al animal al

estabulario con el resto de la colonia (Fig. 15).

| seetomomal | _
e
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8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
(Lights off) (Lights on)

Fig. 15. Esquema de la fase de habituaciéon en el Barnes Maze. Los animales pasaron
por esta fase un dia previo al comienzo del entrenamiento.

Fase de entrenamiento

En esta fase se coloca al animal en el centro de la plataforma dentro del compartimento
de restriccion durante 30 segundos. Tras este tiempo, se retira el compartimento y el animal es
libre de explorar el laberinto hasta un méaximo de cuatro minutos. Si el animal no escapa en ese
tiempo, se dirige manualmente su escape hasta que entra en el agujero, donde permanece en la
caja de escape durante dos minutos. La plataforma se limpia entonces con alcohol al 70%. Este
procedimiento se repite cuatro veces antes de devolver al animal a la colonia, y se repite durante

siete dias consecutivos (Fig. 16).

LSS ,

8 p.m. 8 a.m. 10 a.m.
(Lights off) (Lights on)

Fig. 16. Esquema de la fase de entrenamiento en el Barnes Maze. Los animales pasaron
por esta fase durante 7 dias consecutivos. Al finalizar, se dejé una semana de descanso antes
de la sesion de test.
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Fase de test

La fase de test se realiza 7 dias después de la ultima sesién de entrenamiento, y
consiste en una sesion de entrenamiento similar a las ocurridas anteriormente. Las variables que
se han tenido en cuenta para el analisis son cuatro: a) la latencia de llegada al agujero de
escape; b) el tiempo total en completar un ensayo; c) el niumero total de errores de memoria de
referencia (visitar un agujero que no es el agujero de escape) en los cuatro ensayos; y d) el
numero total de errores de memoria de trabajo (visitar un agujero previamente visitado en ese
ensayo) en los cuatro ensayos. Para el efecto de la privacion de suefio, se comparo la ejecucion

el dia de test y la ejecucion el dia después de la privacion (Fig. 17).
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o ————
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Fig. 17. Esquema de la fase de test en el Barnes Maze. Después de pasar por una de las
dos condiciones de suefio, los animales eran expuestos a una ultima sesién, siete dias
después del ultimo ensayo de entrenamiento. La ejecucion fue registrada y comparada entre
ambas condiciones.

Para facilitar la orientacion de los animales, se colocaron diferentes claves visuales fijas
en las paredes de la sala en que se llevaron a cabo las distintas fases. Todos los ensayos se

realizaron entre unay dos horas después de finalizar el ciclo de oscuridad.
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3.4.Novel Object Recognition

El protocolo de Novel Object Recognition (Ennaceur, 2010) utilizado en este trabajo
permite realizar un examen doble: el reconocimiento de lugar y el reconocimiento de objeto, por
otra. Con el fin de que se acostumbraran al entorno, se traslado previamente a los animales a la

habitacion en que tendria lugar el test, donde permanecieron 10 minutos sin ser molestados (Fig.

18).
Familiarizacién (10 min) NLR (5 min) NOR (5 min)
A A ) A
-~ > e = -~
@ |o«-—-0 *

Fig. 18. Esquema del Novel Object Recognition. El mismo dia, los animales pasaban por los tres
ensayos distintos, separados cada uno por un periodo de una hora.

Fase de familiarizacién
Para cada animal, se introdujeron dos objetos diferentes en lados opuestos de la caja
para que los exploraran libremente durante un periodo de 5 minutos. Transcurrido este tiempo,

se retiraron los objetos y se limpiaron con etanol al 70%.

Reconocimiento de lugar (Novel Local Recognition; NLR)

Una hora después, se introdujeron los mismos dos objetos de la Fase de habituacion
cambiando la situacion de uno de ellos a la esquina contraria, y se dej6é un periodo de 5 minutos
para que exploraran libremente. Tras este tiempo, se retiraron los objetos de la caja y se

limpiaron con etanol al 70%.

Reconocimiento de objeto (Novel Object Recognition; NOR)
Una hora después del NLR, se introdujeron dos objetos en la caja de cada animal: uno
familiar y un objeto nuevo. El objeto familiar era el mismo que se habia utilizado en el ensayo de

habituacion, y que no habia cambiado su posicién en el test de reconocimiento de lugar. Se

78



permiti6 al animal explorar los objetos durante 5 minutos. Tras este tiempo, se retiraron los
objetos y se devolvié a los animales a la colonia.
El test al grupo sometido a privacion de suefio se realizé 7 dias después que al grupo en

condiciones de suefio normales (Fig. 19).
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Fig. 19. Esquema de la fase de test en el Novel Object Recognition. Después de pasar por
una de las dos condiciones de suefio, los animales eran expuestos a tres sesiones, una fase de
familiarizaciéon, una de reconocimiento de lugar y otra de reconocimiento de objeto. La
ejecucidn fue registrada y comparada entre ambas condiciones.

La variable utilizada para el analisis fue el tiempo de exploracion de los objetos, medido
en segundos. Todos los ensayos se realizaron entre una y dos horas después de finalizar el ciclo

de oscuridad.

3.5.HPLC

Sacrificio de los animales y obtencién de las muestras

Para la obtencion de muestras, los animales fueron anestesiados con isofluorano
(IsobaVet®, Paris) por via inhalatoria de forma continua con un vaporizador MSS3 (Medical
Supplies & Services, Inglaterra, UK), en un rango de 3 mg/L/min para la induccién y de 1.5

mg/L/min para el mantenimiento. Una vez anestesiados, se procedid a la decapitacion y
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extraccion del cerebro. EI hemisferio derecho, elegido para llevar a cabo los andlisis bioquimicos,
fue congelado mediante carbégeno, e inmediatamente guardado en un congelador a -80° C,

hasta el momento del procesado.

Tratamiento de las muestras

Las &reas seleccionadas para el analisis fueron: corteza frontal, hipocampo y epitalamo

(Fig. 20).

N W s o e
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Fig. 20. Secciones escogidas para el analisis por HPLC. A) Corteza frotntal (seccién a nivel
de la decusacién del quiasma 6ptico), B) hipocampo (seccidn anterior al inicio de los cuerpos
mamilares), y C) epitalamo (seccién a nivel de visién del haz mamilotalamico). Imagen
obtenida de Wright y Ken, 1992.

De cada estructura, se homogenizaron 50 pg de tejido extraido mediante un sistema de
punching (Panlab-Harvard apparatus, Barcelona, Espafia)durante un minuto en 0.8 ml de
tampdn de fosfato 0.1 M (pH 5). Durante el proceso las muestra fueron mantenidas en hielo. El
homogenado de las secciones se centrifugd a 9000 rpm durante cuatro minutos, a una
temperatura de 4 °C. Al finalizar el centrifugado, se extrajo el sobrenadante, se introdujo en un
eppendorf a través de un filtro de 12 K (Whatman, Maidstone, UK) de corte y se procedié a un

segundo centrifugado durante 10 minutos a 9000 rpm, a una temperatura de 4 °C.

Soluciones y reactivos
Los estandares de 5HT, DA, melatonina, Glut y ACh fueron suministradas por Sigma
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), con un grado de pureza HPLC. El stock se preparé a

concentraciones de 250 mg/L en &cido férmico, siendo almacenado a -20° C hasta su utilizacion.
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Estas condiciones garantizan la estabilidad de los patrones el tiempo necesario hasta llevar a
cabo los andlisis. Los estandares de trabajo se prepararon el mismo dia del anélisis a partir del

stock de estandar.

Procedimiento de derivatizacion

Las muestras para inyeccion se obtuvieron afiadiendo 15 ul de solucion estandar por
cada 15 pl de solucidn derivada, colocados en un vial de 0,5 ml (Pierce, lliniois, EE.UU.). El vial
se sello, se calentd durante 20 minutos a 50 °C y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
inyectaron 20 ul de la solucion de reactivo en el cromatégrafo. Previamente, para la calibracion,

se utilizé agua MiliQ (Millipore, Massachusetts, EE.UU.) en lugar de solucién de reactivo.

Sistema de Cromatografia

El sistema lo formaban un cromatografo liquido Agilent 1100 (Agilent Technologies
Espafia, S.L., Madrid, Espafia) compuesto por un automuestreador (hasta 91 muestras), un
desgasificador y una doble bomba binaria. El cromatdgrafo se conectd a un detector de Diode-
Array y un sistema de espectometria de masas de trampa idnica en un rango de 50-2200. El
sistema contaba también con fuentes de Electospray y APCI para ionizacién positiva y negativa.
Se utilizé una columna de silice C18 (4.6 x 150 mm) (Mircobore) y 5 um de tamafio de particula
(Tosoh, Tokio, Japén), junto con un guarda columna Develosil ODS UG-S (10 x 1.0 mm). La
columna se programé para un flujo de 0.7 ml/min, una presién maxima de 400 bar y una
temperatura de 25° C en un horno para columna termostatizada L-2350 (15 — 100° C) (Interlink
Scientific Services Limited, UK).

La separacidn de los analitos se realizd mediante una fase movil de metanol (eluyente A)
y acido formico 0,05% (v/v) en agua, con &cido heptafluorobutirico a una concentracién 1mM
(eluyente B). Se programé un flujo de 0,2 mi/min en un rango de presion creciente de 20 a 35
MPa mediante un inyector automatico. Se utilizé un perfil de gradiente, partiendo de un 95% de

eluyente B y manteniendo una composicidn constante durante 30 segundos hasta aproximarse a
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un 0% en 3 minutos y medio. Esta composicién se mantuvo durante un minuto antes de volver a
las condiciones iniciales, previo periodo de recalibracién de dos minutos. En el ensayo, el lavado
de columna se realiz6 aplicando acetonitrilo a un ritmo de 50 pl/h durante una hora al final de la

sesion de medicion.

3.6.ELISA

La cuantificacion de corticosterona en plasma se realizé mediante un anélisis por ELISA.

Obtencion y tratamiento de las muestras

Para la extraccién de sangre, los animales fueron previamente anestesiados con
isofluorano (Isoba® vet, North Augusta, EE.UU.) y administrado por via inhalatoria de forma
continua con un vaporizador MSS3 (Medical Supplies & Services, Inglaterra, RU). Treinta
minutos después de poner en marcha la maquina, los animales fueron trasladados a la sala de
procedimientos. En el procedimiento, el animal es introducido en una cdmara de plexiglas
(23x13x13 c¢m) en la que se dispensa el isofluorano en un rango de 3 mg/L y se mantiene a un
ritmo de 1.5 mg/L. Una vez el animal esta dormido, se coloca cuidadosamente en la tabla de
cirugia. Para continuar con la anestesia durante la extraccidn, se coloca en la tabla un dispositivo
de inhalacién que permite la estabilidad de la cabeza del animal y mantiene el flujo del
anestésico.

Una vez colocado, se rasura el pelo de las patas del animal. La vena safena lateral del
O. degus transcurre de manera dorsal, hasta aparecer lateralmente a la altura del tarso.
Utilizando una aguja para insulina (0.5x16 mm), colocada directamente sobre la vena en un
angulo de 30°, se extrajeron entre 100 y 200 pl, recogidos con tubos capilares heparinizados
(Microvette® CB 300, Sarsted, Alemania). Debido a la rapida coagulacién que presentan estos
animales, para facilitar el paso de la sangre se ejercid una leve presién y flexién de la pata en
aquellos casos que fue necesario. Una vez recogido el volumen necesario, se coloco un algodén

sobre la puncion y se mantuvo hasta que cesd la salida de sangre. Tras esto, se inyect6
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subcutaneamente suero salino al animal y se esper6 a que se recuperara parcialmente de la
anestesia, antes de introducirlo de nuevo en su caja de estabulacion.

La sangre recogida fue mantenida en hielo en el periodo de transito entre la extraccion y
su procesamiento. Una vez alli, se centrifugé durante 10 minutos a 4° C, a una velocidad de
3600 rpm. Tras el centrifugado, entre 60 y 120 ul de sobrenadante se guardaron en eppendorfs
de 1,5 ml, congelados inmediatamente a -80° C hasta su utilizacién. La cuantificacion de los
niveles de corticosterona en plasma se realizO mediante el Kit EIA de Cortisol (Enzo Life

Science, Lausen, Suiza) siguiendo las indicaciones de procedimiento del fabricante.

Curva patrén

Las muestras estandar de cortisol fueron diluidas en tampdn de ensayo para establecer
la curva patrén (Tabla 2). Tras esto, se afiadié a las muestras el reactivo de desplazamiento de
esteroides, en una proporcion reactivo/muestra de 1:99.

Assay Buffer Vol. Added Cortisol Conc.

Std. Vol. (uL) (nL) (pg/mL)
| 900 100, Stock 10,000
2 500 500, Std. 1 5,000
3 500 500, Std. 2 2,500
4 500 500, Std. 3 1,250
5 500 500, Std. 4 625
6 500 500, Std. 5 313
7 500 500, Std. 6 156

Tabla 2. Matriz de concentraciones de estandar de cortisol para la realizacion de

la curva patrén.

Ensayo ELISA
Una vez confeccionada la curva patrén, se afiadié a una cantidad de estandar de cortisol
una muestra piloto para determinar la eficacia de la extracciéon. En un segundo momento, se

afiadié 1 ml de dietiléter por cada ml de muestra, seguido de tampdn de stop, y se agit6 la
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preparacion. Después, una vez las distintas capas se diferenciaron, se pipete6 cuidadosamente
la capa de éter y se colocd en un tubo de ensayo limpio. Estos pasos se repitieron dos veces
mas, a fin de tener las muestras por triplicado. Para evitar la degradacién de la muestra, el éter
remanente se evaporé bajo una atmosfera inerte. Tras este paso, se extrajo el cortisol, se
reconstituyeron las muestras con el tampdn de ensayo, se agitaron los pocillos unos pocos
segundos y se dejo asentar la mezcla durante cinco minutos a temperatura ambiente. Tras
repetir este Ultimo paso dos veces, las muestras reconstituidas se congelaron a -20° C hasta el

momento de su uso.

4. Analisis estadistico

El efecto del entrenamiento sobre la latencia, el tiempo total y los errores de memoria de
referencia y de memoria de trabajo cometidos en el Radial Arm Maze (RAM) fueron analizados
con una prueba t de Student para muestras relacionadas. Se realiz6 un ANOVA de uno
(Condicion), dos (Edad x Condicién) y tres (Dosis x Edad x Condicién) factores, en el caso
apropiado, para analizar el efecto de la privacion de suefio en esas mismas variables en los
distintos grupos de edad y distintos tratamientos.

El analisis de las variables latencia, tiempo total, errores de memoria de referencia y
errores de memoria de trabajo en el Barnes Maze (BM) durante la fase de entrenamiento se
realizé mediante una prueba t de Student para muestras relacionadas. Para evaluar el efecto de
la privaciéon de suefio, en las variables latencia y tiempo total se realizd un ANOVA de dos
factores de medidas repetidas Condicion (No SD vs. SD) x Ensayo. Para la evaluacion del efecto
sumatorio de la memantina, la edad y la condicion, se realiz6 un ANOVA de dos factores: Edad
(Jovenes vs. Viejos) x Condicion, o tres factores: Dosis (Vehiculo vs. Memantina) x Edad x

Condicién, en los casos apropiados, sobre la media del tiempo en los cuatro ensayos del test.
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Los errores de memoria de referencia y memoria de trabajo se evaluaron con un ANOVA de dos
(Edad x Condicién) o tres (Dosis x Edad x Condici6n) factores sobre cada tipo de error.

Para analizar los resultados del NOR se realiz6 un ANOVA de dos (Condicion x Objeto)
o tres (Dosis x Edad x Condicion) factores sobre el indice de reconocimiento extraido a partir del
tiempo total de exploracion de los distintos objetos.

Los resultados de los niveles de corticosterona plasmatica analizaron calculando la
media de la absorbancia para cada estdndar y muestra, y restando la media de absorbancia
Optica de la unidn en la muestra a la media de la absorbancia dptica de la unién inespecifica.
Los valores resultantes se analizaron con un ANOVA de dos factores (Edad x Condicién).

Los resultados de HPLC se analizaron comparando los valores de las muestras y los de
los estandares mediante un ANOVA de dos factores. Los valores estan expresados en «Area
(ppm)», o partes por millon de neurotransmisor encontradas en la muestra y expresada como un
valor de area.

Para todos los andlisis, se considerd un nivel de confianza del 95%, calificando los
resultados como significativos o muy significativos cuando p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente.

Los valores en las figuras estan expresados como la media + s.e.m.
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1. Efecto de la privacion de sueiio en el O. degus

1.1. Efecto de la privacion de suefio sobre la memoria y el aprendizaje espacial
en 0. degus joven medido con el paradigma de Radial Arm Maze

Para el andlisis del Radial Arm Maze se tuvieron en cuenta cuatro variables. El anélisis de
la latencia de entrada al primer brazo (medida en segundos) durante los dias de entrenamiento
mostré diferencias significativas entre los tres primeros dias y el resto de sesiones de
entrenamiento (p < 0.05; p < 0.01) (Fig. 21A). El efecto del entrenamiento sobre el tiempo total
requerido para finalizar el ensayo también revel6 diferencias significativas desde el tercer al tltimo
dia de entrenamiento (p < 0.01), en comparacion con los dos ensayos anteriores. No existieron

diferencias entre el tiempo para finalizar la sesion de entrenamiento durante los tres primeros dias

(Fig. 21B).
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Fig. 21. Efecto del entrenamiento en latencia y tiempo total en 0. degus jévenes en el RAM.
A) Latencia de entrada en un brazo (segundos), y B) Tiempo total de duracién del test (segundos)
durante las sesiones de entrenamiento (n = 16), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.

Acerca de los errores de memoria de referencia (Fig. 21C) y memoria de trabajo (Fig.
21D), el examen estadistico también expuso diferencias significativas en ambas variables a lo
largo del entrenamiento. Concretamente, el nimero de errores de referencia disminuyé de forma

significativa a partir del cuarto ensayo (p < 0.01), en comparaciones con los dias anteriores.



Asimismo, también los errores en la memoria de trabajo fueron significativamente inferiores en los
dias tres (p < 0.05), cuatro (p < 0.01), cinco (p < 0.01), seis (p < 0.01) y siete (p < 0.01), en

comparacién con las dos primeras exposiciones, las cuales no presentaron diferencias entre si.
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Fig. 21. Efecto del entrenamiento sobre los errores de memoria en 0. degus jévenes en el
RAM. C) Numero de errores de memoria de referencia, y D) Nimero de errores de memoria de
trabajo durante las sesiones de entrenamiento (n = 16), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.

El efecto de la privacion de suefio sobre las cuatro variables reveld un efecto de la
Condicion (SD vs. No SD) [F (1, 12) = 17.047; p < 0.01]. Una prueba post hoc (Tukey) mostré que
existian diferencias significativas entre el grupo privado de suefio (SD) y el grupo no privado de
suefio (No SD), tanto en latencia (p < 0.01) (Fig. 22A), como en tiempo total (p < 0.05) (Fig. 22B) y
en el numero de errores de memoria de referencia (p < 0.01) (Fig. 22C) y de memoria de trabajo (p

<0.01) (Fig. 22D).
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Fig. 22. Efecto de la privacion de suefio en 0. degus jovenes en el RAM. A) Latencia de entrada
en un brazo (segundos), B) Tiempo total de duraciéon (segundos), C) Nimero de errores de
memoria de referencia, y D) Nimero de errores de memoria de trabajo durante la sesién de test
(n=16).*p < 0.05; * p < 0.01, respecto al control.

1.2. Efecto de la privacion de sueiio sobre la memoria y el aprendizaje espacial
en 0. degus joven medido con el paradigma de Barnes Maze

En el laberinto de Barnes, cuatro variables fueron consideradas para el analisis: |a latencia
de escape (medida en segundos), el tiempo total en terminar cada ensayo (medida en segundos),
el numero de errores de memoria de referencia y el niUmero de errores de memoria de trabajo. El
analisis mostr6 un efecto significativo del entrenamiento sobre la latencia de escape y el tiempo
total para completar el ensayo. Concretamente, la latencia de escape se redujo significativamente

a partir del segundo dia de exposicién al laberinto (p < 0.01) (Fig. 23A). Por su parte, el tiempo



para completar el ensayo se vio significativamente reducido en el segundo ensayo (p < 0.01), y de
forma menos significativa igualmente en los ensayos tres, cuatro, cinco y seis (p < 0.05). No Se

encontro diferencia entre el primer dia y séptimo (Fig. 23B).
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Fig. 23. Efecto del entrenamiento en latencia y tiempo total en 0. degus jévenes en el BM. A)
Latencia de entrada en el agujero de escape (segundos), y B) Tiempo total de duracién (segundos)
durante las sesiones de entrenamiento (media de los cuatro ensayos de una sesiéon) (n=16), *p
< 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de exposicion.

La prueba t para muestras relacionadas mostré diferencias significativas en el nimero
total de errores de memoria de referencia y memoria de trabajo cometidos durante las sesiones de
entrenamiento. Los animales cometieron menos errores de referencia los dias tercero (p < 0.05),
cuarto (p < 0.05), quinto (p < 0.01), sexto (p < 0.01) y séptimo (p < 0.05), en comparacion con el
primer y segundo dia (Fig. 23C). Respecto a los errores de memoria de trabajo, las diferencias se

encuentran desde el segundo dia (p < 0.05; p < 0.01) (Fig. 23D).
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Fig 23. Efecto del entrenamiento sobre los errores de memoria en 0. degus jovenes en el
BM. C) Numero de errores de memoria de referencia, y D) Niumero de errores de memoria de
trabajo durante las sesiones de entrenamiento (n = 16), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.

Para determinar el efecto de la privacion de suefio sobre la latencia al agujero de escape y
el tiempo total en completar el ensayo, se realizé un anélisis ANOVA de dos factores con medidas
repetidas. El analisis estadistico mostrd un efecto significativo de la condicién en el aumento del

tiempo total [F (1, 9) = 55.355; p < 0.01] (Fig. 24A) y de la latencia [F (1, 12) = 5.75; p < 0.05] (Fig.
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Fig. 24. Efecto de la privaciéon de suefio sobre la latencia y el tiempo total en 0. degus jovenes
en el BM. A) Latencia de entrada en el agujero de escape (segundos), y B) Tiempo total de duracion
(segundos) durante los cuatro ensayos de la sesion de test (n = 16). * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al
grupo No SD; # p < 0.05, respecto del ensayo 1 de la sesion.

No se encontraron interacciones entre las variables. Se realizd un ANOVA sobre la

condicién para evaluar el efecto de la privacion de suefio sobre el nimero total de errores de



referencia y errores de memoria de trabajo cometidos. El andlisis mostré un efecto significativo de
la condicién para ambos, tanto para los errores de referencia [F (1, 12) = 17.071; p < 0.01] como

para los errores de memoria de trabajo [F (1, 12) = 13.241; p < 0.01] (Fig. 24C).
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Fig. 24. Efecto de la privacidn de suefio sobre el nimero de errores de memoria en 0. degus
jovenes en el BM. C) Nimero de errores de memoria de referencia y de memoria de trabajo (media
de los cuatro ensayos) en la sesién de test (n = 16), ** p < 0.01, respecto al grupo No SD.

1.3. Efecto de la privacion de suefio sobre la memoria y el aprendizaje espacial
en 0. degus joven medido con el paradigma de Novel Object Recognition

Para evaluar el tiempo invertido en cada objeto durante los ensayos de familiarizacién,
NLR y NOR se llevo a cabo un ANOVA de dos factores (Objeto x Condicién) . El analisis no
mostré diferencias significativas en el tiempo de exploracién durante el ensayo de familiarizacién

en ninguna de las dos condiciones (Fig. 25A).
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Fig. 25. Efecto de la privacién de suefio sobre el reconocimiento de objeto en O. degus
jovenes. A) Tiempo de exploracién (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No
SD y SD durante el ensayo de familiarizaciéon (n =16).

El efecto de la privacion de suefio sobre la memoria de reconocimiento de lugar y
reconocimiento de objeto se realiz6 mediante un ANOVA de dos factores de medidas repetidas
(Condicién x Objeto). El analisis mostré un efecto significativo de la Condicion [F(1,36) = 7.239; p <
0.05] y del Objeto [F(2,36) = 10.503; p < 0.01]. También se hallé interaccion entre los factores
[F(2,36) = 11.583; p < 0.01]. Una prueba de Tukey posterior no hallé diferencias en el ensayo de
familiarizacion, pero si reveld diferencias significativas entre el objeto 2 respecto al objeto familiar,
tanto en el test de NLR (p < 0.01) (Fig. 25B), como en el test de NOR (p < 0.01) (Fig. 25C), en el
grupo No SD. El grupo con SD no mostré diferencias en el tiempo de exploracidén en ninguno de

los tres ensayos del test: familiarizacion, NLR y NOR.
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los mismos tests de conducta a las O. degus de mayor edad. El test estadistico mostré diferencias
significativas a partir de la segunda sesién y hasta la Ultima (p < 0.01), en comparacién con la
primera exposicion (Fig. 26A). El tiempo de las sesiones segunda, tercera, cuarta, quinta, sexta y
séptima no result significativamente diferente. Asimismo, se encontraron diferencias significativas
en las sesiones quinta (p < 0.05), sexta (p < 0.01) y séptima (p < 0.01) del tiempo total para

completar la tarea. No se hallaron diferencias significativas entre las cuatro primeras sesiones (Fig.
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Fig. 25. Efecto de la privacion de suefio sobre el reconocimiento de objeto en 0. degus
jovenes. B) Tiempo de exploracion (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No
SD y SD durante el ensayo de reconocimiento de lugar (NLR); ** p < 0.01 respecto al Objeto A;
# p < 0.05 significativo respecto al grupo sin privacién de suefio (No SD) (n = 16). C) Tiempo
de exploraciéon (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No SD y SD durante el
ensayo de reconocimiento de objeto (NOR); ** p < 0.01, respecto al Objeto A; # p < 0.05,

respecto al grupo No SD (n = 16).
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Efecto de la privacion de sueiio sobre la memoria y el aprendizaje espacial

en 0. degus anosas medido con el paradigma de Radial Arm Maze

Con el objetivo de comprobar el efecto de la edad en el deterioro cognitivo, se aplicaron

268B).
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Fig. 26. Efecto del entrenamiento en latencia y tiempo total en 0. degus afiosas en el RAM. A)
Latencia de entrada en un brazo (segundos), y B) Tiempo total de duracion del test (segundos)
durante las sesiones de entrenamiento (n = 14), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.

El andlisis de los errores durante la fase de entrenamiento mostrd una reduccién
significativa en los errores de memoria de referencia cometidos en las sesiones tres (p < 0.05),
cuatro (p <0.01), cinco (p < 0.01), seis (p < 0.05) y siete (p < 0.01). No hubo diferencias entre los
errores cometidos en las dos primeras sesiones (Fig. 26C). Respecto a los errores de memoria de

trabajo, se encontré una reduccién significativa de los errores desde la tercera a la Ultima sesion

de entrenamiento (p < 0.01), pero no entre las sesiones primera y segunda (Fig. 26D).
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Fig. 26. Efecto del entrenamiento en errores de memoria en 0. degus aiiosas en el RAM. ()
Numero de errores de memoria de referencia, y D) Numero de errores de memoria de trabajo
durante las sesiones de entrenamiento (n = 14), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.



El efecto de la privacion de suefio sobre las cuatro variables revel6 un efecto de la
Condicién (SD vs. No SD) [F(1,10) = 45.432; p < 0.01]. Un analisis post hoc posterior mostré que
diferencias significativas entre los grupos con suefio normal y con privacion de suefio se
encontraban tanto en latencia (p < 0.01) (Fig. 27A) y el tiempo total (p < 0.05) (Fig. 27B), como en

el numero de errores de memoria de referencia (p < 0.01) (Fig. 27C) y de trabajo (p < 0.01) (Fig.
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Fig. 27. Efecto de la privacién de suefio en 0. degus aiiosas en el BM. A) Latencia de entrada en
un brazo (segundos), B) Tiempo total de duracién (segundos), C) Numero de errores de memoria
de referencia, y D) Numero de errores de memoria de trabajo durante la sesion de test (n = 14). **p
< 0.01, respecto al grupo No SD.



1.5. Efecto de la privacion de suefio sobre la memoria y el aprendizaje espacial
en 0. degus viejo medido con el paradigma de Barnes Maze

El anélisis del efecto del aprendizaje mostrd que los animales redujeron significativamente
el tiempo de latencia a partir del segundo dia (p < 0.05, p < 0.01) (Fig. 28A). El anélisis sobre el
tiempo total para completar cada sesion reveld diferencias significativas los dias dos (p < 0.01),
tres (p < 0.01), cuatro (p < 0.01), seis (p < 0.05) y siete (p < 0.05), siendo el tiempo de estos dias

menor en comparacion con el primer dia de exposicion al test (Fig. 28B).
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Fig. 28. Efecto del entrenamiento en latencia y tiempo total en O. degus afiosas en el BM. A)
Latencia de entrada en el agujero de escape (segundos), y B) Tiempo total de duracién (segundos)
durante las sesiones de entrenamiento (media de los cuatro ensayos de una sesiéon) (n =14), *p <
0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de exposicion.

Al analizar los errores de memoria de referencia como los errores de memoria de trabajo
cometidos durante los siete dias de entrenamiento se observaron diferencias significativas desde
la tercera sesion hasta la ultima, en comparacion con las dos primeras sesiones (p < 0.05; p <
0.01) (Fig. 28C). Las dos primeras sesiones no fueron diferentes respecto al niumero de errores. El
analisis de los errores de memoria de trabajo también evidencio diferencias significativas desde la

segunda sesion de entrenamiento hasta la dltima (p < 0.05; p < 0.01) (Fig. 28D).
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Fig. 28. Efecto del entrenamiento sobre los errores de memoria en 0. degus afiosas en el BM.
C) Numero de errores de memoria de referencia, y D) Nimero de errores de memoria de trabajo
durante las sesiones de entrenamiento (n = 14), * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al dia 1 de
exposicion.

El analisis del efecto de la privacion de suefio sobre la latencia en las O. degus afiosas
mostré un efecto significativo del Ensayo [F(3, 30) = 22.830; p < 0.01] y la Condicion [F(1,10) =
15.687; p < 0.01]. No se hallé interaccidn entre ambos factores. Sin embargo, un analisis post hoc
de los factores por separado mostr6 una diferencia significativa en el tiempo de latencia entre los
grupos No SD y SD (p < 0.01), pero no en el tiempo entre los diferentes ensayos de la sesion (Fig.
29A). Para analizar el tiempo total empleado por los animales en completar cada ensayo del test,
se utilizd también un ANOVA de dos factores con medidas repetidas (Ensayo x Condicion). Se
hallaron diferencias significativas tanto para el Ensayo [F(3, 30) = 9.920; p < 0.01] como para la
Condicién [F(1,10) = 327.005; p < 0.01]. Si bien tampoco se hallé interaccion en esta variable, un
andlisis post-hoc de Tukey determind diferencias significativas entre los grupos No SD y SD (p <

0.01), aunque no entre el tiempo de finalizacion de cada ensayo de la sesidn (Fig. 29B).
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Fig. 29. Efecto de la privacién de sueiio sobre la latencia y el tiempo total en 0. degus afiosas
en el BM. A) Latencia de entrada en el agujero de escape (segundos), y B) Tiempo total de duracion
(segundos) durante los cuatro ensayos de la sesion de test (n = 14). * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto
al grupo No SD; # p < 0.05, respecto del ensayo 1 de la sesion.

El andlisis de los errores cometidos mostré diferencias significativas entre los grupos No
SD y SD tanto para los errores de memoria de referencia [F(1,13) = 9.347; p < 0.01] como para los

errores de memoria de trabajo (p < 0.01) [F(1,13) = 5.192; p < 0.01] (Fig. 29C).
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Fig. 29. Efecto de la privacién de suefio sobre los errores de memoria en 0. degus aiiosas en
el BM. C) Numero de errores de memoria de referencia y de memoria de trabajo (media de los
cuatro ensayos) en la sesion de test (n = 14), ** p < 0.01, respecto al grupo No SD.



1.6. Efecto de la privacion de suefio sobre la memoria y el aprendizaje espacial
en 0. degus viejo medido con el paradigma de Novel Object Recognition

El anélisis del tiempo de exploracién de los objetos en los ensayos de familiarizacion, NLR
y NOR mostr6 un efecto significativo de la Condicién [F(1,20) = 20.691; p < 0.01] y del Objeto
[F(1,20) = 4.763; p < 0.05]. También se hallé un efecto de la interaccion [F(1,20) = 5.892; p < 0.05].
Un andlisis posterior con la prueba Tukey mostré que durante la sesidén de familiarizacién, no
existian diferencias significativas en el tiempo de exploraciéon, bajo ninguna de las dos condiciones

experimentales (No SD / SD) (Fig. 30A).
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Fig. 30. Efecto de la privacion de suefio sobre el reconocimiento de objeto en 0. degus
afiosas. A) Tiempo de exploraciéon (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No SD
y SD durante el ensayo de familiarizacion (n = 14)

En el analisis de la prueba de NLR si se obtuvo una diferencia significativa en el tiempo de
exploracion dedicado a cada objeto en el grupo No SD, siendo mayor el de exploracion el objeto 2
(p < 0.01). No hubo diferencias en el tiempo de exploracion de los objetos en el grupo SD. Se hall6
igualmente entre los grupos No SD y SD en el tiempo de exploracién del objeto 2 (Fig. 30B). Se

obtuvo un resultado similar en el ensayo de NOR. El anélisis mostro un tiempo de exploracion del



objeto 2 cuantitativamente superior en el grupo No SD, pero no en el SD. También se hallé una

diferencia en el tiempo de exploracion de este objeto entre las condiciones No SD y SD (Fig. 30C).
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Fig. 30. Efecto de la privacién de sueiio sobre el reconocimiento de objeto en 0. degus
afiosas. B) Tiempo de exploracion (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No SD
y SD durante el ensayo de reconocimiento de lugar (NLR) (n = 14); ** p < 0.01, respecto al
Objeto A; # p < 0.05, respecto al grupo No SD. C) Tiempo de exploracion (segundos) del Objeto
Ay del Objeto B por los grupos No SD y SD durante el ensayo de reconocimiento de objeto
(NOR) (n =14); ** p < 0.01, respecto al Objeto A; # p < 0.05, respecto al grupo No SD.

2. Efecto de la edad y la privacion de suefio en la memoriay el
aprendizaje del O. degus

2.1. Efecto sumatorio de la edad y la privacidon de sueiio medido con el
paradigma de Radial Arm Maze

Para comprobar el efecto de la edad y la privacion de suefio conjuntamente, se realizé un
ANOVA de dos factores (Edad x Condicién) sobre la media de la latencia. El analisis mostré un
efecto significativo de la Edad [F(1,22) = 10.150; p < 0.01] y de la Condicién [F(1,22) = 75.875; p <
0.01]. La privacion de suefio aumento la latencia de entrada en el primer brazo del laberinto en los
animales jovenes. Resultados similares se hallaron en el experimento con O. degus viejas. Sin
embargo, no se hallé efecto de la interaccion entre factores (Fig. 31A). El analisis del tiempo total

mostré que la privacion de suefio aumentaba de forma similar el tiempo para completar el



ejercicio, tanto en animales jévenes como en animales viejos. El analisis mostré un efecto
significativo de la Condicion [F(1,22) = 58.666; p < 0.01]. No se hallé efecto de la Edad ni de la
interaccion (Fig. 31B).
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Fig. 31. Efecto de la edad y la privaciéon de sueiio sobre la latencia y el tiempo total en el RAM.
A) Latencia de entrada en el primer brazo (segundos), y B) Tiempo total de duracién del test
(segundos) en los grupos de 0. degus jovenes y viejas (n = 30). ** p < 0.01, significativo respecto al
grupo No SD; # p < 0.05, respecto del grupo de O. degus jovenes.

El andlisis de los errores de memoria de referencia y los errores de memoria de trabajo,
siguié el mismo proceso. El ANOVA mostré un efecto significativo de la Condicion [F(1,22) =
55.796; p < 0.01], no hallandose efecto de la interaccion ni la Edad. Como se observa en la figura,
la condicion SD muestra unos errores significativamente mas elevados que la condicion de suefio
normal (p < 0.01) (Fig. 31C). El anélisis de los errores de memoria de trabajo hall6 un efecto de la
Edad [F(1,22) = 18.041; p < 0.01] y la Condicién [F(1,22) = 78.087; p < 0.01]. Sin embargo, en este
caso si se encontrd un efecto en la interaccidn [F(1,22) = 7.741; p < 0.05]. El test Tukey posterior
especificd que aparte del incremento significativo de los errores bajo la condicién de SD (p < 0.01),
el grupo de las O. degus viejas cometio mas errores, en comparacion con las O. degus jovenes en

la misma condicién de SD (Fig. 31D).
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Fig. 31. Efecto de la edad y la privacion de suefio sobre los errores de memoria en el RAM. ()
Numero de errores de memoria de referencia, y D) niimero de errores de memoria de trabajo
durante el test en los grupos de 0. degus jovenes y viejas (n = 30). ** p < 0.01, significativo respecto
al grupo No SD; # p < 0.05, respecto del grupo de 0. degus jévenes.

2.2.Efecto sumatorio de la edad y la privacion de sueiio medido con el
paradigma de Barnes Maze

Para valorar los efectos sumatorios de la edad y la privacién de suefio, se someti6 a los
animales viejos y con privacion de suefio al laberinto de Barnes. El andlisis mostré un efecto
significativo de la Condicién [F(1,22) = 37.019; p < 0.01]. Sin embargo, no se hallé efecto de la
interaccion ni de la Edad (Fig. 32A). El andlisis del tiempo total se analizé también con un ANOVA
de dos factores (Edad x Condicidn). EI mismo procedimiento se utilizé para analizar el tiempo total
empleado por los animales para completar el ensayo. De nuevo, la privacién de suefio causé un
incremento significativo en el tiempo total del ensayo (p < 0.01), aunque el andlisis no revel6

ningun efecto significativo de la edad ni la interaccion entre ambos factores (Fig. 32B).
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Fig. 32. Efecto de la edad y la privacion de suefio sobre la latencia y el tiempo total en el BM.
A) Latencia de entrada en el agujero de escape (media en segundos de los cuatro ensayos), y B)
Tiempo total de duracién (media en segundos de los cuatro ensayos) durante la sesion de test (n =
30) en los grupos de O. degus jovenes y viejas. * p < 0.05; ** p < 0.01, respecto al grupo No SD.

Young

Al analizar los errores de referencia y de memoria de trabajo en funcién de la edad y la
privacion de suefio, se hallé un incremento significativo causados por la Edad [F(1,22) = 17.154; p
<0.01] y la Condicion [F(1,22) = 35.903; p < 0.01]. Aunque no se encontrd efecto de interaccién, la
prueba post hoc de Tukey revel6 que las O. degus viejas cometieron mas errores bajo la condicién
de SD, en comparacién con las jovenes en la misma condicion (p < 0.01) (Fig. 32C). Respecto a

los errores de memoria de trabajo, el analisis posterior no mostré esta diferencia (Fig. 32D).
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Fig. 32. Efecto de la edad y la privacién de sueiio sobre los errores de memoria en el
BM. C) Numero de errores de referencia (media de los cuatro ensayos), y D) Numero de
errores de memoria de trabajo (media de los cuatro ensayos) durante la sesién de test (n =
30) en los grupos de 0. degus jovenes y viejas. ** p < 0.01, significativo respecto al grupo No
SD; # p < 0.05, respecto del grupo de O. degus jovenes



2.3. Efecto sumatorio de la edad y la privacidon de sueio medido con el
paradigma de Novel Object Recognition

El tratamiento de los resultados obtenidos mediante el paradigma de NOR se hizo
mediante un ANOVA de tres factores (Edad x Condicién x Objeto) sobre los ensayos de
Familiarizacion, NLR y NOR. El andlisis mostré un efecto significativo de la Edad [F(1,48) = 8.012;
p < 0.01], la Condicién [F(1,48) = 20.721; p < 0.01] y el Objeto [F(1,48) = 10.205; p < 0.01].
También se encontré un efecto de la interaccion entre los factores Condicion y Objeto [F(1,48) =
11.812; p < 0.01]. La prueba de Tukey revelé que en el ensayo de Familiarizacion no existian

diferencias entre los grupos en el tiempo de exploracion de los objetos (Fig. 33A).
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Fig. 33. Efecto de edad y la privacion de sueiio sobre el reconocimiento de objeto en 0.
degus afiosas. A) Tiempo de exploracién (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los
grupos No SD y SD en los grupos de O. degus jovenes y viejas durante el ensayo de
familiarizacién (n = 30).

La prueba realizada sobre el NLR reveld que existian diferencias significativas. Un analisis
mas exhaustivo permiti6 determinar que estas diferencias se encontraban en el tiempo de
exploracion del Objeto 2 en la Condicion de No SD, tanto por parte de las O. degus jovenes como
viejas (p < 0.01). Asimismo, se hallé una reduccién significativa del tiempo de exploracion del

Objeto 2 bajo condiciones de SD, tanto para los animales jovenes como para los viejos (p < 0.01),



siendo esta reduccion mas significativa incluso en el grupo de las O. degus viejas, en comparacion
con los jovenes bajo las mismas condiciones de SD (p < 0.01) (Fig. 33B). El analisis de NOR
arrojo similares resultados. Se mostré un aumento significativo del tiempo de exploracion del
Objeto 2 en la condicién de No SD (p < 0.01). En condiciones de SD, en cambio, no habia
diferencias en el tiempo de exploracion de los objetos, aunque si entre los grupos de edad, siendo
significativamente menor el tiempo de exploracion en las O. degus viejas respecto a los jovenes en

la misma condicién (p < 0.01) (Fig. 33C).
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Fig. 33. Efecto de edad y la privacion de sueiio sobre el reconocimiento de objeto en 0. degus
afiosas. B) Tiempo de exploracién (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No SD y SD
en los grupos de O. degus jévenes y viejas durante el ensayo de reconocimiento de lugar (NLR) (n =
30); ** p < 0.01, respecto al Objeto A; ## p < 0.05, respecto al grupo No SD. C) Tiempo de
exploracion (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los grupos No SD y SD en los grupos de O.
degus jovenes y viejas durante el ensayo de reconocimiento de objeto (NOR) (n = 30); ** p < 0.01,
respecto al Objeto A; ## p < 0.01, respecto al grupo No SD; $ p < 0.01, respecto del grupo de O.
degus jovenes.

A tenor de estos resultados parece evidente que la privacién de suefio, aplicada en estas
condiciones particulares, es capaz de provocar un deterioro cognitivo tanto en animales jovenes
como viejos. No obstante, aunque parece que para estos animales la diferencia de edad no es
un factor importante en la ejecucion de los tests bajo condiciones de suefio normal, los
resultados muestran, sin embargo, que si resulta significativa bajo condiciones privaciéon de

suefio.



3. Efecto de memantina sobre la edad y el deterioro de memoria
inducido por privacion de sueio

3.1.Efecto de memantina sobre la edad y el deterioro de memoria inducido por
privacion de sueiio evaluado mediante Radial Arm Maze

Para comprobar el efecto de la memantina, antagonista de los receptores NMDA de Glut,
sobre la privacion de suefio y la edad se realiz6 un ANOVA de tres factores (Dosis x Edad x
Condicién) sobre la latencia, el tiempo total del ensayo y los errores de memoria, tanto de
referencia como de trabajo, cometidos el dia del test. El andlisis mostré un efecto significativo de la
Dosis [F(1,43) = 26.043; p < 0.01] y de la Condicién [F(1,43) = 57.272; p < 0.01]. Se hall6 un efecto
en la interaccién entre la Dosis y la Edad [F(1,43) = 10.359; p < 0.01] y la Dosis y la Condicién
[F(1,43) = 37.786; p < 0.01]. Un analisis post hoc de Tukey revelo diferencias significativas en los
grupos de edad sin tratamiento y con privacién de suefio normal (p < 0.01). No se encontraron
diferencias entre los grupos de diferente edad en la condicion de suefio normal ni en el grupo
tratado con memantina. Se hallaron diferencias significativas en los grupos tratados con
memantina y privados de suefio, en comparaciéon con los grupos similares sin tratamiento (p <
0.05, p < 0.01) (Fig. 34A).

El mismo anélisis sobre el tiempo total de duracién del ensayo mostré un resultado similar.
El ANOVA mostrd un efecto significativo de la Dosis [F(1,44) = 46.119; p < 0.01] y de la Condicién
[F(1,44) = 34.664; p < 0.01]. Se hall6 un efecto en la interaccion entre la Dosis y la Edad [F(1,44) =
10.734; p < 0.01] y la Dosis y la Condicion [F(1,44) = 53.550; p < 0.01]. Mediante el analisis pos
hoc de Tukey se hallaron diferencias significativas en los grupos de O. degus jévenes y viejas con
privacion de suefio y sin tratamiento, en comparacién con los grupos de la misma edad en
condiciones de suefio normal (p < 0.01). No se hallaron diferencias en el tiempo entre los grupos
con tratamiento, pero si en la condicion de privacion de suefio respecto a los grupos no tratados (p

<0.01) (Fig. 34B).
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Fig. 34. Efecto de l]a memantina sobre la edad y la privacion de sueiio en la latencia y el
tiempo total en el RAM. A) Latencia de entrada en el primer brazo (segundos) y B) Tiempo total
de duracion del test (segundos) en los grupos de 0. degus jovenes y viejas con tratamiento
(Memantina 10 mg/Kg i.p.) y sin tratamiento (n = 30). ** p < 0.01, respecto al grupo No SD; ## p <
0.01, respecto al grupo de 0. degus jovenes; $ p < 0.05, $$ p < 0.01, respecto a los grupos tratados
con vehiculo.

Respecto a los errores de memoria, el ANOVA mostrd un efecto significativo de la Dosis
[F(1,44) = 63.779; p < 0.01], de la Edad [F(1,44) = 20.006; p < 0.01] y de la Condicion [F(1,44) =
20.806; p < 0.01]. También se hall6 un efecto en la interacciéon entre la Edad y la Condicion
[F(1,44) = 5.101; p < 0.05] y la Dosis y la Condicién [F(1,44) = 42.765; p < 0.01]. El andlisis de
Tukey mostré un numero de errores significativamente mayor en los grupos de ambas edades con
privacion de suefio (p < 0.01). También se hallé una diferencia significativa entre las O. degus
jovenes y viejas bajo la condicion de privacion de suefio (p < 0.05). No se hallé diferencias entre
los distintos grupos con tratamiento. Si se hallaron diferencias en los grupos de O. degus jovenes
y viejas con privacion de suefio y tratamiento, en comparacion con los grupos de condicién similar
pero sin tratamiento (p < 0.05, p < 0.01) (Fig. 34C). Acerca de los errores en la memoria de
trabajo, el analisis de varianza mostr6 un efecto significativo de la Dosis [F(1,44) = 15.172; p <
0.01], de la Edad [F(1,44) = 12.304; p < 0.01] y de la Condicion [F(1,44) = 30.770; p < 0.01]. Se
hallé un efecto en la interaccion entre la Dosis y la Condicion [F(1,44) = 30.544; p < 0.01] y entre

los tres factores: Dosis, Edad y Condicion [F(1,44) = 6.089; p < 0.05]. El analisis de Tukey las



diferencias se hallaron entre los grupos con privacién de suefio y suefio normal sin tratamiento (p
< 0.01) y en el grupo de O. degus viejas con privacion de suefio sin tratamiento, en comparacion

con el grupo similar con tratamiento (p < 0.01) (Fig. 34D).
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Fig. 34. Efecto de la memantina sobre la edad y la privacién de suefio en los errores de
memoria en el RAM.C) Niumero de errores de referencia y D) Nimero de errores de memoria
de trabajo en la sesién de test. ** p < 0.01, respecto al grupo No SD (n = 30); # p < 0.05,
respecto al grupo de O. degus jévenes; $ p < 0.05, $$ p < 0.01, respecto a los grupos tratados
con vehiculo.

3.2.Efecto de memantina sobre la edad y el deterioro de memoria inducido por
privacion de sueno evaluado mediante Barnes Maze

El efecto de la memantina sobre las variables registradas en la Barnes Maze se analiz6
mediante un ANOVA de tres factores (Dosis x Edad x Condicion), similar al de la Radial Arm
Maze. El andlisis de la latencia mostré un efecto significativo de la Dosis [F(1,48) = 28.145; p <
0.01], de la Edad [F(1,48) = 4.964; p < 0.05] y de la Condicién [F(1,48) = 22.623; p < 0.01].
También se hallé un efecto en la interaccion entre la Dosis y la Condicion [F(1,48) = 21.978; p <
0.01]. Un analisis post hoc de Tukey mostré diferencias significativas en los grupos de edad sin
tratamiento y con privaciéon de suefio normal (p < 0.05, p < 0.01). Se hallaron diferencias

significativas en los grupos tratados con memantina y privados de suefio, en comparacion con los



grupos similares sin tratamiento (p < 0.05) (Fig. 35A). No se hallaron diferencias entre las O.
degus jovenes y viejas en la condicion de privacidn de suefio.

El tiempo total se analizé igualmente con un ANOVA similar. El analisis mostré un efecto
significativo de la Dosis [F(1,48) = 379.322; p < 0.01], de la Edad [F(1,48) = 9.927; p < 0.01] y de la
Condicién [F(1,48) = 399.180; p < 0.01]. Se hallé un efecto en la interaccion entre la Dosis y la
Condicién [F(1,48) = 323.623; p < 0.01]. El analisis pos hoc de Tukey reveld diferencias
significativas en los grupos de O. degus jovenes y viejas con privacion de suefio y sin tratamiento,
en comparacion con los grupos de la misma edad en condiciones de suefio normal (p < 0.01). No
se hallaron diferencias en el tiempo entre los grupos con tratamiento, pero si en la condicién de

privacion de suefio respecto a los grupos no tratados (p < 0.01) (Fig. 35B).
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Fig. 35. Efecto de la memantina sobre la edad y la privacion de suefio en la latencia y el
tiempo total en el BM. A) Latencia de entrada en el agujero de escape (media en segundos de los
cuatro ensayos) y B) Tiempo total de duracion del test (media en segundos de los cuatro ensayos)
en los grupos de O. degus jovenes y viejas con tratamiento (Memantina 10 mg/Kg IP) y sin
tratamiento (n = 30). ** p < 0.01, respecto al grupo No SD; $$ p < 0.01, respecto a los grupos
tratados con vehiculo.

Se analizd mediante un ANOVA de tres factores (Dosis x Edad x Condicidn) los errores de
memoria de referencia y los errores de memoria de trabajo. El analisis mostré un efecto
significativo de la Dosis [F(2,47) =20.999; p < 0.01], de la Edad [F(2,47) = 28.808; p < 0.01] y de la

Condicion [F(2,47) = 32.915; p < 0.01]. Se hallé un efecto en la interaccién entre la Dosis y la

Condicién [F(2,47) = 30.649; p < 0.01]. Un analisis post hoc de Tukey reveld que un nimero de



errores significativamente mayor bajo la condicion de privacion de suefio en los grupos de O.
degus jovenes y viejas, tanto en errores de memoria de referencia (Fig. 35C) como de memoria de

trabajo (Fig. 35D).
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Fig. 35. Efecto de la memantina sobre la edad y la privaciéon de suefio en los errores de
memoria en el BM. C) Numero de errores de referencia y D) Nimero de errores de memoria de
trabajo en la sesion de test. ** p < 0.01, respecto al grupo No SD (n=30); # p < 0.05, ## p < 0.01,
respecto al grupo de 0. degus jovenes; $ p < 0.05, $$ p < 0.01, respecto a los grupos tratados con
vehiculo.

3.3.Efecto de memantina sobre la edad y el deterioro de memoria inducido por
privacion de sueiio evaluado mediante Novel Object Recognition

El anélisis de los resultados del test de NOR se llevé a cabo mediante una ANOVA. El
analisis del ensayo de familiarizacion no reveld efectos significativos por parte de ninguno de los

tres factores (Dosis, Edad, o Condicién) (Fig. 36A).
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Fig. 36. Efecto de la memantina sobre la edad y la privaciéon de sueiio en la latencia y el
tiempo total en el reconocimiento de objeto. A) Tiempo de exploracion (segundos) del
Objeto A y del Objeto B por los grupos de 0. degus jovenes y viejas, con y sin tratamiento bajo
suefio normal y privacion de suefio durante el ensayo de familiarizacion (n = 30).

El analisis del ensayo de NLR reveld un efecto significativo de la Dosis [F(2,47) = 10.755;
p < 0.01], de la Edad [F(2,47) = 9.476; p < 0.01] y de la Condicién [F(2,47) = 23.711; p < 0.01].
También se hallé un efecto de la interaccion entre la Dosis y la Condicion [F(2,47) = 14.902; p <
0.01]. La prueba post hoc de Tukey revel6 diferencias significativas en el tiempo de exploracion del
objeto situado en el lugar nuevo en la condicién de suefio normal sin tratamiento, tanto para el
grupo de O. degus jovenes (p < 0.05) como viejas (p < 0.05). También fue significativamente
mayor el tiempo explorando este objeto en las condiciones tanto de suefio normal como de
privacion de suefio en los dos grupos de edad con tratamiento (p < 0.05, p < 0.01). No se
encontraron diferencias en el tiempo de exploracién de los objetos en los grupos con privacion de
suefio sin tratamiento (Fig. 36B).

El analisis de NOR arrojé similares resultados. EI ANOVA mostré un efecto significativo de
la Dosis [F(2,47) = 4.129; p < 0.05] y la Condicién [F(2,47) = 22.852; p < 0.01]. También se
encontrd un efecto de la interaccidén de la Dosis y la Condicién [F(2,47) = 5.443; p < 0.01], asi
como de la interaccién entre la Dosis, la Edad y la Condicion [F(2,47) = 5.479; p < 0.01]. Un
analisis post hoc de Tukey revelo diferencias significativas en el tiempo de exploracion del objeto

nuevo por parte de los animales jovenes y viejos en condicion de suefio normal, con y sin



tratamiento (p < 0.05, p < 0.01). No se encontraron diferencias en el tiempo de exploracion de los

objetos en la condicién de privacion de suefio sin tratamiento (Fig. 36C).
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Fig. 36. Efecto de la memantina sobre la edad y la privacion de suefio en la latencia y el
tiempo total en el reconocimiento de objeto. B) Tiempo de exploracion (segundos) del Objeto A
y del Objeto B por los grupos No SD y SD en los grupos de O. degus jévenes y viejas durante el
ensayo de reconocimiento de lugar (NLR) (n = 30); ** p < 0.01, respecto al Objeto A; # p < 0.05,
respecto al grupo No SD. C) Tiempo de exploracién (segundos) del Objeto A y del Objeto B por los
grupos No SD y SD en los grupos de 0. degus jovenes y viejas durante el ensayo de reconocimiento
de objeto (NOR) (n = 30); ** p < 0.01, respecto al Objeto A; ## p < 0.01, respecto al grupo No SD; $ p
< 0.01, respecto del grupo de 0. degus jovenes.

4. Medicion de los niveles de corticosterona en O. degus de
distintas edades bajo condiciones de suefio normal y
privacion de suefio

Para valorar la influencia del estrés en los resultados experimentales hallados en los animales,
se analizaron los niveles de corticosterona en plasma de las O. degus de distintas edades
(jovenes vs. Viejas) y condiciones de suefio (SD vs. No SD). El andlisis mostré un efecto de la
Condicion [F(1,25) = 24.782; p < 0.01]. También se hallé un efecto de la interaccién [F(3,25) =
4.203; p < 0.05].

Una prueba posterior mas exhaustiva determind diferencias significativas en el nivel de
corticosterona en los grupos de 12 (p < 0.05) y 48 (p < 0.01) meses de edad bajo condiciones de

SD. También se encontrd que el nivel de cortisol en este mismo grupo, era significativamente mas



elevado en las O. degus de 48 meses (p < 0.01). No se hallaron diferencias significativas en el

nivel de cortisol de las O. degus de distintas edades bajo condiciones de suefio normal (Fig. 37).
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Fig. 37. Niveles de corticosterona. Niveles de corticosterona (pg/ml) hallados en condiciones No SD
y SD en los diferentes grupos de edad de las O. degus, (n = 20). * p < 0.05 significativo respecto del
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5. Efecto de la edad sobre los niveles de neurotransmisores

implicados en procesos de aprendizaje y memoria en el O.

degus

5.1.Niveles de glutamato, acetilcolina, dopamina, serotonina y melatonina en la

corteza frontal de O. degus de diferentes edades (6, 12 y 36 meses)

El resultado del analisis por HPLC sobre la corteza frontal de las O. degus de 6, 12 y 36

meses para los diferentes compuestos mostr6 algunas diferencias en los niveles de Glut y ACh

(Fig. 38).
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Fig. 38. Niveles de neurotransmisores en la corteza frontal. Niveles de Glut, ACh, DA, 5HT y
melatonina (partes por millén) en la corteza frontal de las 0. degus de diferentes edades (n = 15). * p
< 0.05, ** p < 0.01, respecto de los diferentes grupos de edad.

Un ANOVA de dos factores (Edad x Compuesto) con medidas repetidas mostr6 un efecto
significativo de la Edad [F(2,51) = 4.206; p < 0.05] y del Compuesto [F(4,51) = 794.885; p < 0.01].
También se hall6 un efecto de la interaccion [F(8,51) = 7.883; p < 0.01]. La prueba Tukey posterior
detallé que las diferencias en la corteza frontal se encontraban en los niveles de Glut entre las O.
degus de 6y 36 meses (p < 0.01) y las O. degus de 12 y 36 meses (p < 0.05) (Fig. 39A). También
se hallaron diferencias significativas en los niveles de Ach entre las O. degus de 6 y 12 meses (p <

0.05) y 6y 36 meses (p < 0.05) (Fig. 39B).
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Fig. 39. Niveles de neurotransmisores en la corteza frontal de O. degus de diferentes
edades. A) Niveles de Glut (partes por millén) en la corteza frontal de O. degus de 6, 12 y 36
meses de edad (n =15). * p < 0.05, entre los grupos de 12 y 36 meses; ** p < 0.01, entre los grupos
de 6 y 36 meses. B) Niveles de ACh (partes por millon) en la corteza frontal de 0. degus de 6, 12 y
36 meses de edad (n =15). * p < 0.05, respecto al grupo de 6 meses de edad.

Se hall6 una tendencia decreciente en los niveles de 5-HT (Fig. 39D), pero no lo

suficientemente significativa. Como tampoco lo fueron los niveles de DA (Fig. 39C).
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Fig. 39. Niveles de neurotransmisores en la corteza frontal de 0. degus de diferentes
edades. C) Niveles de DA (partes por millon) en la corteza frontal de O. degus de 6, 12 y 36
meses de edad (n =15). D) Niveles de 5HT (partes por millon) en la corteza frontal de O. degus
de 6,12 y 36 meses de edad (n =15).

Tampoco se hallaron diferencias en los niveles ni melatonina entre los diferentes grupos

(Fig. 39E).
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Fig. 39. Niveles de neurotransmisores en la corteza frontal de 0. degus de diferentes
edades. E) Niveles de melatonina (partes por millén) en la corteza frontal de 0. degus de 6, 12
y 36 meses de edad (n =15).

5.2.Niveles de glutamato, acetilcolina, dopamina, serotonina y melatonina en el
hipocampo de O. degus de diferentes edades (6, 12 y 36 meses)

El analisis por HPLC de los distintos compuestos en el hipocampo de los distintos grupos
de O. degus mostro algunas diferencias en los niveles de los elementos tenidos en cuenta (Fig.

40),
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Fig. 40. Niveles de neurotransmisores en el hipocampo. Niveles de Glut, ACh, DA, 5HT y
melatonina (partes por millén) en el hipocampo de las 0. degus de diferentes edades (n = 15). *
p <0.05,* p <0.01, respecto de los diferentes grupos de edad.



EI ANOVA de dos factores con medidas repetidas (Edad x Compuesto) ya habia mostrado
un efecto tanto de la edad [F(2,51) = 4.206; p < 0.05] como del Compuesto [F(4,51) = 794.885; p <
0.01]. Ademas de un efecto de la interaccion [F(8,51) = 7.883; p < 0.01]. El post hoc de Tukey
mostré diferencias significativas en los niveles de Glut entre los grupos de O. degus de 6 y 36
meses (p < 0.01) y entre los grupos de 6 y 12 meses (p < 0.05) (Fig. 41A). No se hallaron

diferencias significativas en los niveles de ACh (Fig. 41B).
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Fig. 41. Niveles de neurotransmisores en el hipocampo de 0. degus de diferentes edades. A)
Niveles de Glut (partes por millén) en el hipocampo de 0. degus de 6, 12 y 36 meses de edad (n
=15). * p < 0.05, entre los grupos de 6 y 12; ** p < 0.01, entre los grupos de 6 y 36 meses. B) Niveles
de ACh (partes por millén) en el hipocampo de O. degus de 6, 12 y 36 meses de edad (n =15).

Aunque el analisis no mostré diferencias en los niveles de DA (Fig. 41C), si se hallaron en
los niveles de SHT entre los grupos de 6 y 12 meses (p < 0.05) y 6 y 36 meses (p < 0.05) (Fig.

41D).
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Fig. 41. Niveles de neurotransmisores en el hipocampo de 0. degus de diferentes edades. C)
Niveles de DA (partes por millon) en el hipocampo de 0. degus de 6, 12 y 36 meses de edad (n =15).

D) Niveles de S5HT (partes por milléon) en el hipocampo de O. degus de 6, 12 y 36 meses de edad (n
=15). *p < 0.05, respecto al grupo de 0. degus de 6 meses de edad.

No se encontraron diferencias en los niveles de 5-HT en esta estructura entre ninguno de
los grupos de diferente edad (Fig. 41E).
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Fig. 41. Niveles de neurotransmisores en el hipocampo de 0. degus de diferentes edades. E)
Niveles de melatonina (partes por millén) en el hipocampo de 0. degus de 6, 12 y 36 meses de edad
(n =15).

5.3. Niveles de glutamato, acetilcolina, dopamina, serotonina y melatonina en el
epitdlamo de O. degus de diferentes edades (6, 12 y 36 meses)

En el epitdlamo, el analisis por HPLC de los distintos compuestos en los distintos grupos

de O. degus mostro algunas diferencias en los niveles de los diferentes compuestos (Fig. 42).
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Fig. 42. Niveles de neurotransmisores en el epitdlamo. Niveles de Glut, ACh, DA, 5HT y
melatonina (partes por millén) en el epitilamo de las O. degus de diferentes edades (n = 15). * p <
0.05, ** p < 0.01, respecto de los diferentes grupos de edad.

Sin embargo, el anélisis estadistico no determind ninguna diferencia entre los distintos
grupos de edad en los diferentes compuestos, aunque la cantidad de melatonina presente en el

epitalamo es claramente mayor para los tres grupos de edad (Figs. 43A — E).
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Fig. 43. Niveles de neurotransmisores en el epitilamo de 0. degus de diferentes edades.
Niveles de A) Glut, B) ACh, C) DA, D) 5HT y E) melatonina (partes por millon) en el epitalamo de las
0. degus de 6,12 y 36 meses (n = 15).



6. Resumen de resultados

6.1. Resultados experimentos conductuales

Radial Arm Maze y Barnes Maze

Edad Test Tratamiento Variable

Latencia  Tiempo total  Reference Memory ~ Working Memory

Vehiculo ++ ++ ++ ++
RAM
Mem 10 mg/Kg
Jovenes
Vehiculo ++ ++ ++ ++
BM
Mem 10 mg/Kg
Vehiculo ++§ ++ ++§ ++§
RAM
Mem 10 mg/Kg
Viejas
Vehiculo ++ ++ ++§ ++
BM

Mem 10 mg/Kg

Tabla 3. Matriz de resultados de los dos grupos de edad bajo la condicion de SD en los
paradigmas de RAM y BM. ++ p < 0.01, respecto el grupo No SD; § p < 0.05, respecto al grupo de O.
degus jovenes.

Novel Object Recognition

Edad Tratamiento Condicion

No SD SD

Familiarizacion NLR NOR Familiarizacion NLR NOR

Vehiculo ++ ++ ## ##
Jovenes

Mem 10 mg/Kg

Vehiculo ++ ++ #HS ##§
Viejas

Mem 10 mg/Kg

Tabla 4. Matriz de resultados de los dos grupos de edad en el tiempo de exploracion del lugar
y el objeto nuevo en paradigma de NOR. ++ p < 0.01, respecto al objeto familiar; ## p < 0.01,
respecto a la condicion de No SD; § p < 0.05, respecto al grupo de O. degus jovenes.



6.2.Resultados HPLC

Estructura Compuesto Edad

Glutamato (Glut) MM

Acetilcolina (ACh) 7 v
Corteza frontal Dopamina (DA)

Serotonina (5-HT)

Melatonina

Glutamato (Glut) N MM
Acetilcolina (ACh)

Hipocampo Dopamina (DA)
Serotonina (5-HT) v v
Melatonina

Glutamato (Glut)
Acetilcolina (ACh)
Epitalamo Dopamina (DA)
Serotonina (5-HT)
Melatonina

Tabla 5. Diferencias en los niveles de diferentes compuestos en corteza frontal, hipocampo y
epitalamo de O. degus de 6, 12 y 36 meses de edad. En corteza frontal, + p < 0.05, respecto al
grupo de 6 meses; ++ p < 0.01, respecto al grupo de 12 meses. En hipocampo, /¥ p < 0.05,
W /A p < 0.01, respecto al grupo de 6 meses.

En conjunto, los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que existe una relacion
entre la edad, el estrés y la memoria, y que estos factores se ven también afectados por unas
alteraciones del suefio que parecen ser mas intensas en la edad avanzada, como se refleja en los
experimentos conductuales. Ademas, cabe pensar que estos procesos estan afectando a su vez a
los niveles de neurotransmisores, atendiendo a las diferencias encontradas en esta tesis y a la
capacidad de la memantina, un farmaco antagonista de los receptores NMDA de Glut para
recuperar en los grupos con privacion de suefio unos niveles de ejecucién similares a los

mostrados por los animales control.






DISCUSION







Este trabajo analiza la relacion entre la privacién de suefio y el envejecimiento, el
posible efecto aditivo de un factor sobre el otro y el papel del estrés como mediador implicado
en ambos procesos, en relacion al aprendizaje y la memoria. Ademas, explora la accion de la
memantina sobre estos dominios cognitivos, tanto en un estado normal como en condiciones
de deterioro cognitivo provocado por la privacion de suefio. Las hipotesis planteadas dieron
lugar a una completa serie de experimentos que han aportado mdltiples datos y resultados que,

a continuacion, se intentaran argumentar dentro del marco de los objetivos planteados.

1. Discusion del método

1.1. Caracteristicas de los animales

Los animales utilizados en este trabajo son hembras de edades comprendidas entre 6
y 48 meses. Es sabido que la prevalencia de la EA es mayor en mujeres (Baum, 2005), por lo
que parecia oportuno centrar el trabajo en hembras para una mayor relevancia translacional.
La edad de los animales se escogioé siguiendo un envejecimiento exponencial a partir de los 6
meses desde el nacimiento, momento en que se les deja de considerar crias (Lee, 2004). Dado
que uno de los objetivos de esta tesis era comprobar el efecto de la edad en las distintas
condiciones experimentales, todos los experimentos se realizaron en grupos de O. degus de
edades distintas. Dada la escasa investigacion en el campo del deterioro cognitivo asociado a
la edad que se ha realizado en este roedor hasta la fecha, los grupos de edad se escogieron en
base a estudios previos (Inestrosa y cols., 2005). El grupo de mayor edad es de 48 meses, ya
que a pesar de que la esperanza de vida de estos animales puede llegar hasta los 9 afios, a

partir de los 4 se considera que son animales afiosos (Lee, 2004; Inestrosa et al., 2005).



1.2.Tipos de test

Existe mucho debate en torno a si es posible evaluar la memoria de referencia en
animales, dado que segun varios autores es necesario haber desarrollado un autoconcepto,
una consciencia y la habilidad para percibir el paso del tiempo, requerimientos de dudosa
competencia entre mamiferos no humanos (Ferbinteanu y cols., 2006). Sin embargo, en los
ultimos afios la investigacién ha aportado resultados que sugieren un tipo de memoria similar
en roedores y otras especies (Crystal, 2010). Estos experimentos se basan en paradigmas que
exigen que el animal recuerde una serie de elementos considerados parte de la memoria
episodica («qué» y «donde»), asi como el uso de esa informacidn para lograr una respuesta

orientada a un objetivo concreto.

A la hora de evaluar la memoria y el aprendizaje en los diferentes modelos animales,
existen multitud de paradigmas validados a lo largo de los afios (Sharma y cols., 2010). Entre
los més utilizados para el aprendizaje y la memoria espacial se encuentra el RAM, descrito y
popularizado hace mas de 30 afios (Olton y Samuelson, 1976). En este tiempo, el paradigma
ha visto muchas y muy variadas versiones (ocho brazos, doce brazos, veinticuatro brazos...),
cada una con el objetivo de mejorar algun aspecto de la version original, o siendo modificada
para aumentar la validez del laberinto y ser mas especifico en la evaluacién de distintos tipos
de memoria. En este sentido, Jarrad (1983) desarrollé una variante que permite evaluar tanto la
memoria de referencia espacial como la memoria de trabajo. EI mismo modelo es el que se ha
seleccionado para esta tesis. Con la incorporacién de cuatro de los ocho brazos reforzados, un
entrenamiento a lo largo de varios dias y atendiendo a los criterios detallados en las paginas 68
y 69 (cuantificar como error de memoria de trabajo la visita repetida a un brazo durante una
sesion y como error de referencia la visita a un brazo no reforzado), se puede medir ambos
tipos de memoria (Jarrard, 1983; Gresack y Frick, 2003). A dia de hoy, no ha sido posible

encontrar ningun trabajo en la literatura que evalue la memoria y el aprendizaje en el O. degus



mediante este paradigma. Asi pues, consideramos que utilizarlo en un contexto como el
desarrollo de este estudio era interesante no solo para comprobar la viabilidad de utilizar este
roedor en este test, sino para validarlo como una alternativa mas en el estudio preclinico de

ambos procesos psicoldgicos.

El BM resulta otro de los paradigmas mas extendidos en la investigacién basica de
situaciones que reproducen déficit cognitivos en modelo animal (Stewart y cols., 2011). Sin
embargo, es importante hacer hincapié en que su principal aplicaciéon siempre ha sido la
exploracion de la memoria de referencia espacial (Seeger y cols., 2004), en tanto que se ha
demostrado que la presencia de claves contextuales externas facilita la ejecucion en esta
prueba (Koopmans y cols., 2003; Patil y cols., 2009). Se ha demostrado que roedores con dafio
en el hipocampo muestran una ejecucion muy pobre en este paradigma (Patil y cols., 2009).
Teniendo en cuenta el papel del hipocampo en este tipo de memoria, esos resultados son
coherentes con la defensa de la naturaleza espacial del test. Otro aspecto que resulté decisivo
para la inclusion de este paradigma en el conjunto experimental de la tesis fue que de entre la
escasa investigacion conductual realizada hasta la fecha en el O. degus, el BM es uno de los
pocos paradigmas que han sido validados en este modelo para la evaluacién de la memoria de
referencia y la memoria de trabajo (Popovic y cols., 2010). Los experimentos realizados en esta
tesis apoyan la idea de que el O. degus resulta en este contexto un modelo tan vélido como lo

son otros roedores y mamiferos.

Respecto a la eleccion del NOR, varias fueron las consideraciones para incluirlo como
parte del trabajo. En primer lugar, es importante mencionar que la esencia de los modelos
translacionales de deterioro cognitivo descansan sobre la capacidad de los diferentes test para
evaluar de forma efectiva la manera en que los sujetos son capaces de reconocer ciertos
estimulos, ya sean estos objetos, figuras, imagenes o brazos de un laberinto (Burke y cols.,

2010). En este sentido, la tarea de NOR no esta basada en el reforzamiento (como puede ser



encontrar una salida, o un pedazo de comida), sino en la tendencia natural de los roedores por
explorar los objetos y entornos que les son novedosos (Ennaceur y Delacour, 1988). En
segundo lugar, al igual que ocurre con el BM, la utilizacion del O. degus en este paradigma se
ha implementado recientemente (Ardiles y cols., 2012), lo cual proporciona un punto de partida
respaldado por la literatura y refuerza la hipétesis inicial de incluir este test en el estudio. En
este sentido, para esta tesis doctoral se han integrado dentro del mismo procedimiento de NOR
dos tareas, combinando un test de reconocimiento de lugar y el test de reconocimiento de
objeto. Tanto el test de reconocimiento de lugar como el de reconocimiento de objeto apuntan a
una diferencia en la sensibilidad de los sujetos mas mayores a la privacion de suefio. Los
experimentos llevados a cabo con la tarea NOR contaban con dos grupos de O. degus de
diferentes edades. El buen funcionamiento del hipocampo es necesario tanto para una
memoria espacial intacta como para un correcto reconocimiento de los objetos. Asi pues, en
caso de que esta estructura sufra algun tipo de dafio, se podria esperar la aparicién de algun
tipo de déficit de memoria, de gravedad variable (Broadbent y cols. 2010). Se ha sugerido que
la consolidacién de la informacion y la creacién de los esquemas mentales basados en las
caracteristicas espaciales y contextuales de los objetos tiene lugar durante el desarrollo de esta
tarea (Oliveira y cols., 2010). Es més, se sabe que la tasa de neurogénesis del hipocampo esta
relacionada con la memoria espacial (Sarkisyan y Hedlund, 2009), siendo el hipocampo el
responsable directo de la memoria de reconocimiento de objeto (Reger y cols., 2009; Goulart y

cols., 2010).

1.3. Privacion de sueio

Entre los paradigmas conductuales disponibles para reproducir un deterioro cognitivo
transitorio, la privacién de suefio ha demostrado repetidamente ser un método de gran
efectividad para inducir problemas de memoria, tanto en animales (Alhaider y cols., 2011;

Aleisa y cols., 2011b) como en humanos (McEwen, 2006; Alzoubi y cols., 2012). El



procedimiento de privacién de suefio se puede clasificar en dos variantes: una, que provoca un
estado de arousal elevado, bien causado por altos niveles de estrés (McDermott y cols., 2006)
0 por la exposicién a entornos poco familiares (Kopp y cols., 2006); y otra variante, que impide
que el animal caiga dormido mediante estimulacion suave, conocida como gentle-handling
(Schwierinpa y cols., 1998; Schwartz y Mong, 2011). Se ha descrito anteriormente que esta
variante es capaz de producir problemas transitorios en la memoria (Graves y cols., 2003;
McEwen, 2006). Dado que la hipdtesis principal de este trabajo es que el deterioro cognitivo
inducido por la privacion de suefio esta especialmente facilitado por la elevacion en los niveles
de corticosterona directamente derivados de un proceso estresante, minimizar las fuentes de
estrés externas al procedimiento en si parecia la opcion mas acertada. Ademas, la privacion de
suefio ha sido probada con anterioridad también en el O. degus (Kas y Edgar, 1999), aunque

no existe ningun trabajo en el que se estudie un efecto en la memoria utilizando este roedor.

El mecanismo exacto por el cual la privacion de suefio ejerce su efecto no se conoce
completamente, aunque se han sugerido varias hipdtesis (Ming y Song, 2005; Meerlo y cols.,
2009). Existen trabajos que apoyan la idea de que en modelos animales, la privacion de suefio
es capaz de causar atrofia en las neuronas del hipocampo y otras estructuras cerebrales
implicadas en distintos dominios cognitivos, como la memoria y la atencién (McEwen y
Chattarji, 2004). De cualquier modo, esta ampliamente documentado que este paradigma tiene
consecuencias en la formacion, expresién y recuperacion de la memoria (Walker, 2009; Dodds
y cols., 2011; Jugovac y Caballero, 2011), y que produce una consolidacion deficiente tanto en
la memoria procedimental como declarativa, que es en la que este trabajo se ha centrado (Mu'y
cols., 2005; Jugovac y Caballero, 2011). Ademas, se ha demostrado que la privacion de suefio
por gentle-handling es igualmente capaz de generar un deterioro a corto plazo de la memoria
(Alhaider y cols., 2011; Aleisa y cols., 2011). En este estudio se decidio realizar una privacion

de suefio total, impidiendo dormir al animal durante las doce horas de su ciclo de oscuridad. La



mayoria de trabajos de experimentacidn preclinica y privacion de suefio han utilizado roedores
nocturnos, principalmente ratones y ratas, encontrandose en ocasiones cierta discrepancia
entre las distintas posibilidades para fraccionar el suefio, impidiendo a los animales dormir las
primeras o Ultimas seis horas del ciclo (Hagewoud y cols., 2010). Dado que el O. degus es un
modelo nuevo para el estudio de los efectos conductuales de la privacion de suefio, se decidid
utilizar la privacién de suefio total, asegurando asi que el animal no tuviera acceso al periodo
de consolidacion tras las sesiones de entrenamiento y eliminando la fuente de controversia

sobre el nimero de horas y el la fraccién del ciclo en que se lleva a cabo la privacion.

2. Discusion de los resultados

2.1. Efecto de la edad y la privacion de sueino en la memoria

La primera serie de experimentos tenian como objetivo la evaluacidn del impacto de la
privacion de suefio en diferentes paradigmas que evaluan diferentes tipos de memoria en un
modelo animal recientemente introducido en el estudio preclinico de las enfermedades
neurodegenerativas y alteraciones cognitivas asociadas a la edad, el O. degus. Para ello, se
entren6 en el RAM, BM y NOR a dos grupos de edades diferentes (jovenes y viejas), y se les
realizé un test bajo distintas condiciones de suefio: suefio normal y privacion de suefio total
mediante gente handling. A continuacion se discuten los resultados obtenidos en los

experimentos realizados con O. degus jovenes.

Para la RAM se tuvieron en consideracion cuatro variables para evaluar el deterioro
cognitivo: latencia, tiempo total, errores de memoria de referencia y errores de memoria de
trabajo. Los resultados muestran un claro efecto del aprendizaje de la tarea, manifestado por la
reduccion progresiva general a lo largo de las sesiones de entrenamiento tanto en la latencia

como en el tiempo total. Este aprendizaje también se observa al comparar el nimero de errores



de memoria de referencia y memoria de trabajo a lo largo de los 7 dias de entrenamiento.
Estos resultados son coherentes con trabajos previos que muestran que la privacién de suefio
tiene un efecto deletéreo sobre la memoria evaluada mediante este paradigma (Alhaider y
cols., 2011). No obstante, al comparar las diferentes condiciones experimentales se observa
que la privacién de suefio provoca un deterioro en la ejecucion de la tarea, tal y como se
muestra por el mayor tiempo que despliegan los animales para entrar en los brazos o terminar
el test, asi como por el mayor nimero de errores de memoria de referencia y memoria de

trabajo cometidos durante la sesion de test.

Similares resultados ocurren en los experimentos con la BM. Los animales muestran
un buen aprendizaje de la tarea, describiendo una clara curva de aprendizaje a lo largo de los
dias; la ejecucion de los animales mejora tanto la latencia de llegada al agujero de escape,
como el tiempo total, los errores de referencia espacial y los errores de memoria de trabajo. El
efecto del aprendizaje es mas llamativo si cabe, ya que el test se realiza siete dias después de
la Ultima sesion de entrenamiento. En este sentido, los resultados indican que la informacién
adquirida es recuperada de forma efectiva en la sesion de test, demostrando que la memoria
de los animales, bajo condiciones de suefio normal, resulta intacta. Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Popovic y cols. (2010), los cuales muestran un buen
aprendizaje de la tarea por parte del O. degus, asi como otros grupos de investigacién que han
utilizado este test como método para evaluar el aprendizaje y la memoria (Patil y cols., 2009).
Por el contrario, el grupo sometido a privacidn de suefio es incapaz de recuperar la informacién
necesaria para ejecutar la tarea de forma eficiente, tal y como indican las diferencias en las
cuatro variables tenidas en cuenta: latencia, tiempo total, errores de memoria de referencia

espacial y errores de memoria de trabajo.

Los resultados en la tarea de NOR estan en la linea de los anteriores experimentos. El

tiempo que los animales dedicaron a la exploracion tanto del lugar nuevo como del objeto



nuevo se vio claramente comprometido en el grupo que fue sometido a la privacion de suefio,
en comparacion con el grupo de O. degus en una condicidn de suefio normal. Esto sugiere que
tanto la memoria para el reconocimiento de lugar como para el reconocimiento de objeto se
encontraba, de alguna forma, inaccesible en aquellos animales que no pudieron consolidar la
informacién durante la fase de suefio. Por el contrario, el tiempo de exploracion de las O. degus
que no fueron sometidos a privacién de suefio fue significativamente mas elevado, lo que
sugiere que su memoria permanecia intacta, como esta generalmente aceptado en la
comunidad cientifica en lo que se refiere a la utilizacion de este test (Patil y cols., 2009; Wang y
cols., 2009; Antunes y Biala, 2011). En este punto, es importante sefialar que en el paradigma
de NOR utilizado en este trabajo existe un primer ensayo previo a las tareas de reconocimiento
de lugar y de objeto, y que el tiempo de exploracion durante este ensayo no mostraba
diferencias significativas entre los grupos sometidos a privaciéon de suefio y los de suefio
normal. Esto resulta relevante, en tanto que se podria argumentar que el menor tiempo de
exploracion se debe a una menor actividad de los animales, debido, por ejemplo, a que estan
cansados. Como otros autores han sugerido en similares condiciones, que no se encuentren
diferencias entre los grupos en el tiempo de exploracién durante este ensayo demuestra que la
falta de exploracién del lugar nuevo y el objeto nuevo no es debido a una limitacién locomotora,
sino a la incapacidad para recuperar la informacién que clasifica los estimulos como familiares

(Ennaceur y cols., 2010; Binder y cols., 2012).

Sin embargo, estos resultados estarian incompletos dentro del marco teérico de esta
tesis si no se interpreta el efecto de la privacion de suefio sobre el grupo de las O. degus
viejas. En este sentido, es interesante remarcar que, en términos generales, las O. degus
viejas obtienen resultados similares a los jévenes en todos los paradigmas utilizados para la
evaluacion del aprendizaje y la memoria; ambos grupos, jévenes y viejos, aprenden y ejecutan

las tareas de forma similar, y no se hallan diferencias entre los grupos en condiciones



normales. Por su parte, las O. degus viejas también se ven influenciados por la privacion de
suefio, viéndose claramente en los resultados cdmo este procedimiento afecta, al igual que a
los jovenes, a la capacidad para recuperar la informacién en las sesiones de test, lo que
sugiere que los sujetos de mayor edad también son igualmente vulnerables a las
consecuencias que provoca esta condicion. No obstante, un analisis mas profundo del efecto
de la edad y la condicion de suefio revela que, aunque afectados tanto los animales jovenes
como los viejos, el impacto de la privacion de suefio es mayor en estos ultimos. Este resultado
es especialmente llamativo, ya que parece ir en contra de lo que cabria esperar en un principio.
Son varios los trabajos que sefialan una diferencia en la memoria de sujetos jévenes y afiosos
(Pilz y cols., 2011). Es més, en uno de los escasos trabajos con O. degus viejos, Ardiles y
colaboradores (2012) muestran que los animales afiosos no son capaces de realizar
correctamente la tarea de reconocimiento de objeto, pero los resultados obtenidos en este
estudio sugieren lo contrario. Merece la pena sefialar las diferencias procedimentales y
metodoldgicas de ambos procesos: mientras que el estudio de Ardiles utiliza un campo abierto
sin periodo de habituacién o familiarizacion, el protocolo seguido en este estudio se realiza en
la propia caja del animal y tras un periodo de familiarizacién. Una posible explicacién para esta
diferencia es que el test realizado en un entorno conocido permita centrar la atencion en la
novedad de los objetos presentados. Aun asi, lo que resulta claro es que los sujetos de mayor
edad parecen ser mas vulnerables a los efectos derivados de la privaciéon de suefo, lo que
seria coherente con lo observado tanto en la préactica clinica (Crowley, 2011) como en otros
trabajos con modelo animal (Descamps y Cespuglio, 2010), donde los sujetos de mayor edad
presentan problemas de suefio mayores (Bombois y cols., 2010). En los préximos apartados,

se intentaran discutir posibles causas para esta diferencia.



2.2.Discusion de los resultados obtenidos por HPLC

Los resultados obtenidos del anélisis por HPLC arrojan diferencias en los niveles de los
diferentes neurotransmisores encontrados en corteza frontal, hipocampo y epitalamo. Los
resultados entre los distintos grupos de edad parecen arrojar algunas diferencias significativas
en dos de las tres estructuras: corteza frontal e hipocampo, respecto a los niveles de los
diferentes compuestos. A continuacion se discuten los resultados obtenidos de cada

neurotransmisor analizado.

Glutamato

A pesar de que existe cierta controversia en los resultados encontrados en diferentes
especies animales, es generalmente aceptado que el envejecimiento viene acompafiado por
una reduccion de los receptores glutamatérgicos en la corteza frontal y el hipocampo (Segovia
y cols., 2001). Varios estudios han demostrado que tanto los diferentes subtipos de receptores
ionotrépicos como los metabotrdpicos se ven disminuidos en funcién de la edad (Segovia y
cols., 2001; Walton y Dodd, 2007). Por otra parte, se sabe que junto a la pérdida neuronal, con
la edad también va asociada una reduccion del numero de astrocitos (Takanashi y cols., 2002;
Walton y Dodd, 2007), células fundamentales para el equilibrio de la transmision
glutamatérgica, en tanto que son parte activa en el ciclo de regulacion de Glut. La reduccién en
el numero de estas células influye directamente en la cantidad de Glut extracelular,

aumentando sus niveles y facilitando fendmenos de excitotoxicidad (Walton y Dodd, 2007).

La relacion entre excitotoxicidad y deterioro cognitivo es bien conocida. Una exposicion
prolongada a niveles altos de Glut extracelular provoca que se mantenga la despolarizacion de
la membrana celular, lo que origina un desequilibrio idnico en la neurona que lleva a la muerte
de la misma (Walton y Dodd, 2007). Se ha demostrado que la excitotoxicidad glutamatérgica

resulta determinante en el deterioro funcional observado en multitud de trastornos, entre los



cuales se cuenta la EA (Tannenberg y cols., 2004). Concretamente, se ha sugerido que uno de
los factores mas relevantes de esta excitotoxicidad asociada a la edad es el desequilibrio en el
ciclo Glut-glutamina protagonizado por los astrocitos, dado que se ha observado que esta
alteracion puede aparecer en las etapas mas tempranas de la EA, antes incluso de que se
manifiesten los déficits cognitivos asociados a la enfermedad (Walton y Dodd, 2007). Uno de
los mecanismos que se han sugerido para esta relacion glia-edad es que las placas neuriticas
formadas durante el desarrollo de la EA interfieren con los transportadores de glutamina (Fig.
44). Esta interferencia impide la correcta recaptacion de Glut en el espacio sinaptico, lo que
segun varios estudios correlaciona positivamente con la pérdida neuronal y con el deterioro
cognitivo (Masliah y cols., 1996; Tannenberg y cols., 2004; Walton y Dodd, 2007; Steele y
Robinson, 2012). El exceso de Glut resultante favoreceria los procesos de excitotoxicidad
asociada a la edad, lo que es coherente con los altos niveles de este neurotransmisor hallados

en la corteza frontal e hipocampo de las O. degus de més edad.
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Fig 44. Ciclo Glut-glutamina en el envejecimiento fisiol6gico y la EA. En estado
fisiolégico no patolédgico (izq.), el Glut liberado al espacio sinaptico se recupera rapidamente
por las células gliales, donde se transforma en glutamina y se recicla en las neuronas. En la
EA (dcha.), en cambio, las placas neuriticas interfieren en la recaptacion del
neurotransmisor, lo que conduce a un exceso en los niveles de Glut y a las consecuencias de
este exceso (adaptado de Francis, 2005).



Una de las causas que se han sugerido para la reduccién de la glutamina sintasa es el
dafio producido por los radicales libres derivados del estrés oxidativo (Walton y Dodd, 2007).
En ratones transgénicos para la EA, Olabarria y colaboradores (2011) demostraron que junto a
la estabilizacion de la formacién de placas ocurre un deterioro en la funcién astrocitaria,
manifestado por una reducciéon en la expresién de glutamina sintasa y la consiguiente
capacidad para coordinar el ciclo Glut-glutamina. Esta deficiencia puede ser la causa de la
alteraciéon en la neurotransmision glutamatérgica en la EA en los estados avanzados de la
enfermedad. Estos resultados participan en una interesante linea sobre posibles aspectos
determinantes para la aparicidn del deterioro cognitivo asociado a la edad. Dado el auge del O.
degus como modelo para este tipo de trastornos, seria interesante en futuros estudios explorar
de qué manera se producen (si se producen) estos cambios astrocitarios, asi como explorar las

areas mas afectadas por estas alteraciones.

Acetilcolina

A lo largo de la introduccién se ha expuesto la importancia del papel de la ACh en el
deterioro cognitivo asociado a la edad. La literatura acerca de la participacion de este sistema
en las distintas funciones que se ven afectadas en el envejecimiento (tanto normal, como
patoldgico), es muy extensa y concreta diferentes aspectos de los cambios surgidos en este

sistema con la edad (Schliebs y Arendt, 2011; Haense y cols., 2012).

A diferencia de lo que ocurre con el Glut, si se ha demostrado que los niveles de ACh
se ven reducidos en el envejecimiento (Haense y cols., 2012). Nuestros resultados van en la
linea de estos hallazgos, ya que se puede observar una clara tendencia decreciente a medida
que aumenta la edad en los diferentes grupos. Resulta llamativo, aun asi, que el declive no
termine siendo significativo en el hipocampo, incluso entre los mas viejos y los mas jovenes,
dado que esta estructura es una de las principales y primeras afectadas en el deterioro

cognitivo asociado a la edad (Schliebs y Arendt, 2011). Una de las posibles explicaciones para



este resultado tiene que ver con que las proyecciones colinérgicas hacia el hipocampo y la
corteza provienen principalmente del prosencéfalo basal y del septum (Berger-Sweeney, 2003).
La relacion entre los marcadores colinérgicos del hipocampo y la corteza esta establecida
desde hace méas de 30 afios, y hace tiempo que estd aceptado también que la disfuncion
colinérgica originada en el prosencéfalo basal es causa de algunos de los déficits cognitivos
observados en la EA (Haense y cols., 2012). Sin embargo, la mayoria de los estudios en los
que se ha basado esta afirmacion se realizaron en pacientes con estados avanzados de la
enfermedad. Estudios mas recientes han encontrado que los niveles de ACh en corteza e
hipocampo son estables en los estadios mas iniciales de la EA (Grothe y cols., 2012; Haense y
cols, 2012). Mas aun, se ha observado que los niveles del transportador de ACh (AChT) se
encuentran aumentados en el hipocampo de algunos pacientes que presentan DCL (Grothe y
cols., 2012), lo que sugiere un mecanismo de compensacion en el sistema de proyecciones
colinérgicas hacia esa estructura durante las etapas iniciales del proceso neurodegenerativo.
Asi, la reduccion en la sintesis de ACh observada durante el envejecimiento es significativa en
las dltimas etapas de la EA y en la senectud avanzada, no halldndose diferencias en la
actividad del AChT en sujetos con DCL o en etapas iniciales de la EA (Davis y cols., 1999;
Tiraboschi y cols., 2000). La presencia de AChT es una de las formas més fiables de conocer
la actividad de la ACh (Gsell y cols., 2004). Dado que la reduccién en la actividad y niveles de
ACh es un proceso que acompafia el declive presente en el envejecimiento, quiza la progresion
sea mas gradual, pudiéndose ver diferencias a partir de una edad que no esta representada en

los grupos de animales seleccionados para los analisis bioquimicos realizados en este trabajo.

Dopamina

El papel de la DA en el deterioro cognitivo asociado a la edad ha sido foco de estudio
desde hace varios afios. Sin embargo, existe controversia acerca de los cambios que se

producen en este sistema durante el envejecimiento. El papel de la DA en la EA y el deterioro



cognitivo asociado a la edad se ha suscrito principalmente a dos regiones muy concretas: la
region ventrolateral y dorsolateral de la corteza prefrontal (Nyberg y Backman, 2010). Ademas,
se ha demostrado que la actividad dopaminérgica y la ruta mesocorticolimbica son dos de los
principales moduladores de la funcién ejecutiva (Podell y cols., 2012). Asi pues, se ha sugerido
que afectando a la integridad de la funcion de la red mesocorticoestriatal, la insuficiente
actividad moduladora de la DA puede jugar un papel importante en el deterioro cognitivo
asociado a la edad (Podell y cols., 2012). Dado que la participacién de la corteza prefrontal en
la memoria de trabajo estd bien establecida, los déficits asociados a la edad en este tipo de
memoria se han atribuido tradicionalmente a cambios estructurales y funcionales en esta
region. Sin embargo, el sentido de las diferencias en la activacion parece ser debido a multiples
factores, como la carga de demanda, el desempefio en la tarea y limitaciones en la capacidad

(Nagel y cols., 2009; Nyberg y cols., 2009).

Un dato interesante es el aumento en la densidad de terminaciones dopaminérgicas en
la corteza frontal de ratones envejecidos que no presentan déficit cognitivo asociado a la edad
(Klostermann y cols., 2012). Y aunque todavia no se han establecido claramente la
consecuencias fisiolégicas y conductuales de esta observacion, se ha sugerido que este
cambio es el resultado de un proceso adaptativo para ayudar a preservar el estado cognitivo en
estos animales. Esto se puede relacionar con la reduccién colinérgica, dadas las
conversaciones cruzadas que existen entre ambos sistemas en multiples estructuras
cerebrales (Aalto y cols., 2005; Millan y cols., 2007). Se ha planteado la posibilidad de que el
incremento de las terminaciones dopaminérgicas en la corteza prefrontal aumente con la edad
de forma continuada durante el envejecimiento (Allard y cols., 2011), lo que podria ser parte de
la explicacion de por qué algunos sujetos presentan una mayor proteccion frente al deterioro

cognitivo que otros.



Se ha puesto de manifiesto la importancia de las proyecciones dopaminérgicas
mesocorticales en el control de las interacciones entre las conductas mediadas por la actividad
del hipocampo y la corteza prefrontal (Goto y Grace, 2008). Tanto es asi que se ha atribuido a
las alteraciones en esta via gran parte de la causa del deterioro cognitivo en otros trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson o la esquizofrenia (Mattay y cols., 2002;
Allar y cols., 2011). En el caso particular de esta tesis, encontramos que los niveles de DA no
varian de forma significativa en los grupos de diferentes edades. Esto se puede explicar por
diferentes motivos. En primer lugar, en relacién a lo explicado anteriormente, puede ser que
exista un mantenimiento en los niveles de produccion de DA, como resultado de un aumento
de la neuroplasticidad de los terminales dopaminérgicos (regulacién a la alta del nimero de
receptores). La inespecificidad de las areas frontales seleccionadas puede explicar los
resultados respecto a este neuromodulador. A este respecto, la exploracion de otras regiones

como el estriado podria clarificar los cambios que con la edad afectan a este sistema.

En segundo lugar, la falta de diferencias significativas en los niveles de DA hallados en
esta tesis se extiende no solo a la corteza frontal, sino también al hipocampo. Los resultados
obtenidos por algunos trabajos sobre la liberacion de DA en el hipocampo facilitan la
comprensién sobre esta posible falta de diferencias. Existe evidencia de una liberaciéon de DA
en hipocampo durante el desempefio de tareas con carga atencional y de memoria de trabajo
(Aalto y cols., 2005; Lisman y cols, 2011), sin embargo, el aumento en la liberacién de DA que
afecta a estos procesos se produce de forma aguda (Chowdhury y cols., 2012). Las muestras
para la determinacion de los niveles de DA se recogieron una vez las tareas habian sido
finalizadas, siendo posible la vuelta a los niveles basales normales en el momento de la
extraccion. Esto explicaria por qué no se haya detectado diferencias en los niveles

hipocampales de DA.



Serotonina

Estudios clinicos y preclinicos han llamado la atencion sobre el papel de la 5-HT y sus
receptores en diferentes aspectos de la disfuncién cognitiva, particularmente en los déficits de
aprendizaje y empobrecimiento de la memoria (Sumiyoshi y cols., 2007; Xu y cols., 2012). Se
ha demostrado que la densidad de receptores de 5-HT 5-HT+a se correlaciona con el deterioro
cognitivo observado en pacientes con EA (Lai y cols., 2002). Mas concretamente, se observd
una reduccion de la densidad de estos receptores en la corteza frontal de pacientes con EA 'y
bajas puntuaciones en el test cognitivo Minimental (Garcia-Alloza y cols., 2004). Estos
hallazgos plantean la posibilidad de que la interaccién entre el sistema serotoninérgico y el
deterioro cognitivo sea especialmente significativa en el declive asociado a la edad. Sin
embargo, existe controversia a este respecto. Estudios en ratas sefialan que la sintesis de 5-
HT no se ve alterada por la edad (Rodriguez-Gomez y cols., 1995), mientras que otros
aseguran que si existe una disminucién significativa en regiones como la corteza prefrontal o el
hipocampo en ratas en edad muy avanzada (Birthelmer y cols., 2003; Mizoguchi y cols., 2010).
Sin embargo, estudios realizados en modelos animales y pacientes con EA si muestran una
disminucién significativa, tanto en el numero de receptores como en la sintesis de 5-HT

(Garcia-Alloza y cols., 2005; Bowen y cols., 2008).

Los resultados obtenidos en el analisis por HPLC en esta tesis muestran diferencias
significativas en los niveles de 5-HT en hipocampo. El analisis cromatografico desvela que los
animales mas jovenes tienen un mayor nivel de este neurotransmisor presente en esta
estructura, y que el declive tanto en el hipocampo como en la corteza frontal no es
excesivamente significativo. Esto seria coherente con los datos previos que aseguran una
reduccion en animales muy afiosos, y respecto a la memoria, con varios estudios que hallan
una correlacion negativa entre este dominio cognitivo y la union de 5-HT a los receptores del

hipocampo (Yasuno y cols., 2003). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estudios de



referencia se realizaron en ratas, y que este es el primer trabajo que describe los niveles de
distintos neurotransmisores en el O. degus. La disminucién de 5-HT asociada a la edad en O.
degus podria ser un argumento a favor de este roedor como modelo vélido para la EA,
teniendo en cuenta los estudios en humanos y otros roedores, y el diferente perfil de este
neurotransmisor en el envejecimiento normal y la patologia de Alzheimer (Rodriguez y cols.,

2012).

Melatonina

En todas las muestras se han encontrado niveles de melatonina cerebral
significativamente superiores a los de otras sustancias en las estructuras analizadas. Sin
embargo, puede explicarse teniendo en cuenta dos factores: uno, el momento del sacrificio de
los animales, y dos, la naturaleza crepuscular del O. degus. Respecto al primer punto, como
se ha detallado en el apartado de materiales y métodos, el sacrifico y extraccién de cerebro se
realiz por la mafiana, a la misma hora en que habia sido programada anteriormente la
extraccion de sangre para los experimentos mediante ELISA. La melatonina es una hormona
que se segrega en los momentos previos al inicio del ciclo de suefio, y disminuye rapidamente
en el momento en que comienza el periodo de vigilia. Puede resultar, pues, confuso, que los
niveles se encuentren tan altos al inicio de la mafiana, teniendo en cuenta que el O. degus esta
catalogado como un roedor diurno, principalmente. Lo que lleva al segundo punto. Aun
caracterizado como un roedor diurno, un analisis en profundidad de la conducta circadiana de
este animal permite establecer una delimitacion mas fina, siendo que diversos trabajos en
cronobiologia consideran méas apropiado hablar del caracter crepuscular del O. degus (Kas y
Edgar, 1998). Siendo asi, esperar que a la hora del sacrificio los niveles de melatonina
estuvieran en sus minimos podria ser una interpretacion no del todo acertada. Aun asi, seria

l6gico pensar que, aun no estando en sus niveles minimos, la actividad de la melatonina fuera



menor. Ante este resultado, no se nos ocurre ninguna explicacién mas que un posible error

metodoldgico cometido a la hora de preparar el tejido para el analisis por cromatografia.

2.3.Efecto de memantina sobre la edad y la privacidon de sueio

Una de las hipétesis de este trabajo era la capacidad de la memantina para prevenir
los efectos nocivos de la privacién de suefio sobre la recuperacion de informacién. Para ello se
someti6 a los animales a los mismos procesos de entrenamiento y tareas, administrando una
dosis intraperitoneal de vehiculo o de 10 mg/Kg del farmaco al inicio de la fase de privacion de
suefio. Los resultados obtenidos en cada uno de los test se discuten a continuacion.

En el RAM se replican los resultados obtenidos en los experimentos realizados sin
memantina, en los que el grupo con privacion de suefio aumenta de forma significativa el
tiempo de entrada en uno de los brazos, tanto en los animales jovenes como viejos, siendo en
estos ultimos incluso aun mayor la diferencia con los jovenes. El tratamiento con memantina,
sin embargo, logra eliminar las diferencias entre los grupos, reduciendo significativamente el
tiempo de latencia respecto a la inyeccién de salino hasta alcanzar en ambos grupos de edad
tiempos similares a los obtenidos en condiciones normales de suefio. Lo mismo ocurre cuando
se observa la medida del tiempo total del ensayo. La dosis seleccionada consigue reducir el
tiempo de duracion del test a niveles comparables a los controles. Sobre los errores de
memoria de referencia la memantina tiene un efecto similar: los animales tratados previamente
a la privacion de suefio el Ultimo dia de entrenamiento, no muestran el dia del test un nimero
de errores diferente a los cometidos por sus respectivos grupos de edad en condiciones
normales. Respecto a la memoria de trabajo, cabe decir que a diferencia del grupo de O. degus
viejos, el efecto sobre los animales jovenes parecen limitado, dado que el nimero de errores
de estos ultimos no se ve reducido de forma significativa. No obstante, observando la

representacion de los resultados la tendencia es clara.



Estos resultados indican que la memantina, administrada en las condiciones
escogidas, es eficaz para prevenir el aumento de la latencia de entrada en los brazos del
laberinto, el aumento del tiempo total para finalizar la tarea, y el aumento del nimero de errores
de memoria en este paradigma.

Los resultados del test de BM tras la administracion de memantina confirman los
obtenidos previamente con el RAM. La latencia de los animales en condiciones de suefio
normal y de privacion de suefio es similar tras la administracién de 10 mg/Kg de memantina.
Este tiempo es similar al obtenido por los animales en la condicién de suefio normal y salino,
pero significativamente menor al de este mismo grupo en condiciones de privacion de suefio. El
mismo resultado se obtuvo al analizar el tiempo total del ensayo. Los animales, tanto jévenes
como viejos, que fueron sometidos a privacion de suefio sin tratamiento muestran un tiempo
significativamente superior al obtenido tanto por los no tratados y condicién de suefio normal
como por los tratados con memantina en ambas condiciones.

El niumero de errores de memoria de referencia y de memoria de trabajo medidos con
este paradigma también se ven afectados por el tratamiento con memantina. En este caso, al
igual que lo sucedido con la latencia y el tiempo total, la ejecuciéon en ambas variables mejora
significativamente. Los resultados muestran claramente que el nimero de ambos tipos de
errores es considerablemente menor en el grupo al que se administrd la memantina. La
cantidad de errores (y el tipo, de referencia y de trabajo) cometidos por las O. degus tratadas
con memantina en ambas condiciones y las no tratadas en condicién de suefio normal no es
estadisticamente diferente. Si lo es, sin embargo, el obtenido por el grupo sin tratamiento y
privacién de suefio. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en el test de RAM y
sugieren una relacién entre las alteraciones del suefio, la memoria y el efecto que la

memantina puede estar ejerciendo en los procesos implicados. Estos resultados corroboran los



obtenidos con el paradigma del RAM, apoyando la idea de la memantina como agente
neuroprotector.

Sobre la tarea de NOR, tanto en el ensayo de reconocimiento de lugar como en el de
reconocimiento de objeto, parece que la memantina estd ejerciendo también un efecto
preservador de la memoria. Mientras que en el ensayo de familiarizacién no se encuentran
diferencias en el tiempo de exploracién de los objetos en ninguno de los grupos de las
diferentes condiciones experimentales, el ensayo de NLR si arroja diferencias significativas. El
primer resultado claro es el mayor tiempo de exploracién del objeto en la nueva localizacién,
tanto por parte de las O. degus jévenes como viejas. Este tiempo de exploracidn se ve igualado
bajo condiciones de privacion de suefio, pero vuelve a ser significativamente superior cuando
se administra el tratamiento con memantina. El ensayo de reconocimiento de objeto presenta
un patrén de exploracion similar. Los animales jévenes y viejos en condiciones de privacion de
suefio no reconocen el objeto nuevo como tal, lo que impide una preferencia en la exploracion.
No obstante, en condiciones de suefio normal y/o en la condicion de privacién de suefio tras la
administracién de memantina, el recuerdo del objeto familiar parece intacto, favoreciendo la
exploracion del objeto nuevo.

Aun asi, a pesar de los resultados obtenidos por las diversas pruebas, se podria
argumentar que la memantina no esta afectando a la calidad de la memoria, sino que su accion
se debe principalmente a un aumento en el componente locomotor del animal. Sin embargo,
las medidas del nimero de errores en el RAM y el BM, asi como el tiempo de exploracién del
ensayo de familiarizacién en la tarea de NOR indican que no es el componente psicomotor el
principal afectado por la privacion de suefio. Estos resultados indican que la memantina,
administrada previamente a la privacion de suefio es capaz de prevenir los efectos deletéreos
que este procedimiento tiene sobre la recuperacion de la informacién, tanto espacial, como de

reconocimiento y memoria de trabajo. Asimismo, son coherentes con varios informes clinicos



en los que se describe que los pacientes tratados con este farmaco en estados avanzados de
la EA mejoran significativamente su memoria de reconocimiento y estado funcional general
(Collingridge y cols., 2013).

Los resultados obtenidos en las pruebas conductuales encajan con los datos obtenidos
mediante cromatografia, ya que niveles bajos de 5-HT asociados a la edad facilitan
indirectamente el exceso de Glut en el hipocampo y directamente en la corteza prefrontal, el
antagonismo de los receptores NMDA mediante la memantina bloquearia el efecto de un
exceso de Glut en la sinapsis sin estar alterando el funcionamiento de la 5-HT, explicando la
mejora conductual que se observa en los animales tratados con este farmaco. La distribucién
de los distintos receptores de 5-HT y el papel de esta como modulador inhibitorio de las
neuronas glutamatérgicas y colinérgicas se ha descrito en multiples estudios (Carli y Samanin,
1992; King y cols., 2008). Una reduccion de 5-HT asociada a la EA facilitaria un deterioro en la
modulacion de la liberacion de Glut y ACh, posibilitando la alteracion en los niveles de los
distintos neurotransmisores. Por un lado, la pérdida de inhibicién de las neuronas
glutamatérgicas sumaria su accion a la de la pérdida de receptores glutamatérgicos asociada a
la edad, aumentando los niveles extracelulares de Glut. Por otra parte, la inhibicion de las
neuronas colinérgicas en el hipocampo seria menor debido a una reduccién mayor de 5-HT en
esta estructura, lo que concuerda con mayores niveles de ACh. Contrariamente, en la corteza
frontal, mayor actividad de la 5-HT provocaria una mayor inhibicidn de las neuronas
colinérgicas, lo que estaria relacionada con la mayor disminucién de ACh en esta regioén, lo que
aumentaria los niveles de ACh y explicaria la falta de diferencias significativas en los niveles de

este neurotransmisor en esta region.

2.4.Efecto de la edad, el estrés y la privacion de sueio

Los resultados indican que en condiciones normales de suefio, la ejecucién en la

mayoria de test es similar en el grupo de O. degus jévenes y viejas. Tanto en la RAM, como en



la BM y en la tarea de NOR, la ejecucion se ve significativamente comprometida por la
privacion de suefio. Teniendo en cuenta lo expuesto en el punto anterior, es interesante acudir
a la figura que presenta los niveles de corticosterona en plasma de estos animales (Fig. 36,
pag. 109). Los resultados muestran que los niveles de esta hormona aumentan
progresivamente con la edad, casi de manera lineal, aunque no llega a ser un aumento
significativo entre los diferentes grupos de edad. Lo que si resulta significativo, no obstante, es
el aumento tras la privacion de suefio. El analisis por ELISA muestra que el estrés, medido
objetivamente como un aumento en los niveles de corticosterona, es mayor en los grupos
sometidos a privacion de suefio (de 12 y 48 meses de edad) que en condiciones de suefio
normal. Es mas, la diferencia de corticosterona en el grupo de O. degus de 48 meses no sélo
resulta significativamente mayor respecto a los mismos animales en condiciones de suefio
normal, sino también respecto a los animales de 12 meses que pasaron también por la
privacion de suefio. Esto sugiere que la edad es un factor que aumenta tanto el efecto de la
privacion de suefio como los niveles de estrés en el O. degus, relacionado el empobrecimiento
en la ejecucidn de las tareas y convirtiéndose en un indicador indirecto del deterioro cognitivo

en estos animales.

En conjunto, los resultados conductuales y bioquimicos sugieren que el
empeoramiento en la ejecucion de las tareas cognitivas de las O. degus viejas respecto a las
jovenes podria deberse a una mayor sensibilidad a las alteraciones en el ciclo normal de
suefio. Esta interpretacion también explica por qué bajo condiciones de suefio normal, la
ejecucion de ambos grupos no resulta significativamente diferente, a pesar de la diferencia en
la edad. Estudios previos han demostrado que los niveles de corticosterona aumentan
significativamente con la edad (Issa y cols., 1990). En este trabajo no se han podido replicar
esos hallazgos. Sin embargo, hasta la fecha no hay publicaciones que describan el perfil de los

diferentes marcadores (tanto corticosterona como neurotransmisores) en el O. degus adulto.



En este sentido, los datos obtenidos en este estudio son capaces de responder las
observaciones realizadas en los experimentos conductuales de forma coherente a la hipdtesis

correspondiente planteada en esta tesis.

Se ha demostrado que el tiempo necesario para recuperar el peso corporal tras la
supresion de la fase REM por privacion de suefio puede incrementar con la edad (Koban y
Stewart, 2006). Esto sugiere dos cosas: por un lado, que la privacién de suefio es capaz de
alterar la respuesta fisiolégica ademas de la mera conducta del suefio; y por otro lado, que la
respuesta adaptativa al estrés puede modificarse bajo estas condiciones. Tomando estos datos
en conjunto, se ha sugerido que la respuesta al estrés asociada al suefio puede también estar
alterada con la edad. Nuestros resultados parecen corroborar esta idea, lo que resulta
coherente con los resultados de otros estudios realizados en otros modelos experimentales con
preguntas relacionadas (Descamps y Cespuglio, 2010). Se sabe también que en animales
envejecidos la secrecidn de glucocorticoides asociada al estrés tiene un efecto mayor debido a
un empobrecimiento en la regulacion a la baja de estos receptores (McEwen, 2007). Los
resultados obtenidos en los experimentos de esta tesis parecen continuar en esa linea de
evidencia, dado que los animales con niveles de glucocorticoides en plasma mas elevados,
resultan méas sensibles al del deterioro cognitivo provocado por la privacion de suefio. Existen
mas resultados que avalan esta relacién entre los niveles de glucocorticoides y deterioro
cognitivo (Pimentel-Coelho y cols., 2013; Suri y cols., 2013). La visién en conjunto de multiples
estudios acerca del tema apunta a que la actividad alterada del eje HPA en ratas envejecidas
es uno de los mecanismos basicos del deterioro cognitivo asociado a la edad (Issa y cols.,
1990; Bodnoff y cols., 1995). Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral indican que la
edad es un factor de sensibilizacion en la respuesta al estrés directamente relacionada con el

deterioro cognitivo producido por las alteraciones en el suefio. Los resultados de los analisis



bioquimicos y conductuales son coherentes y apoyan esta hipétesis. Sin embargo, hay que

tener en cuenta limitaciones de este estudio.

1) A pesar de que la privacion de suefio es capaz de incrementar los niveles de
corticosterona de manera significativa y de forma continuada, podria ponerse en
cuestion si resulta una fuente de estrés aguda o cronica. Existe un gran volumen de
evidencia que defiende el papel beneficioso del estrés agudo en los procesos de
aprendizaje, relegando el efecto deletéreo a una exposicién mas prolongada en el

tiempo (de dias, 0 semanas).

2) Mientras que parece claro que el estrés crénico afecta de forma negativa a la
memoria y el aprendizaje, los efectos del estrés agudo son més controvertidos. Se
ha demostrado que este tipo de estrés puede tener un efecto negativo en la
memoria hasta casi dos horas después de finalizar la exposicion al estimulo

estresante (Dorey y cols., 2012).

Este es el primer estudio realizado con el O. degus en un modelo de privacion de suefio
dentro del contexto del aprendizaje y la memoria y su deterioro asociado a la edad. La
circunstancia de que no exista literatura previa, hace dificil valorar si la privacién de suefio
aplicada de la forma que se ha llevado a cabo en este trabajo resulta un estimulo lo
suficientemente estresante como para producir efectos negativos en los procesos psicoldgicos
evaluados aqui. A pesar de las posturas enfrentadas, para los propésitos planteados en esta
tesis doctoral parece que las particularidades del estudio son validas para defender que la
privacion de suefio es una fuente de estrés suficiente. No obstante, sin duda resultaria

interesante continuar explorando otras posibilidades en este sentido.



2.5.Edad, sueino, neurotransmisores y estrés: una propuesta integradora

La estrecha relacion entre los efectos conductuales del estrés en la memoria espacial y
las alteraciones en la actividad del sistema glutamatérgico y los receptores NMDA es una de
las explicaciones que se han propuesto como base de los procesos de aprendizaje y memoria
(Kemp y Manahan-Vaughan, 2007; Crowe y cols., 2008). Existe amplia evidencia de que la
administraciéon de glucocorticoides bajo determinadas condiciones es capaz de alterar los
procesos de potenciacion a largo plazo, deteriorando el aprendizaje (Cazakoff y cols., 2010). Y
se ha sugerido que la dificultad que provoca la corticosterona para recuperar la informacion de
la memoria se debe a la induccion de una DLP dependiente del GIuN2B, un subtipo de receptor
NMDA (Cazakoff y cols., 2010). Es mas, se ha demostrado que la administracion de un
antagonista de los receptores NMDA previamente a la administracién esta hormona bloquea la
aparicion del déficit de memoria causado por el estrés (Collingridge y cols., 2009). Estos
resultados evidencian el papel fundamental que el Glut ejerce no solo durante los procesos de
aprendizaje, sino también en los procesos de memoria, tanto espacial como de reconocimiento
(Cazakoff y Howland, 2010). En este sentido, el aumento de Glut asociado a la edad que se ha
demostrado anteriormente y se ha replicado mediante las técnicas bioquimicas utilizadas en
esta tesis, sumado a los resultados de los experimentos conductuales con memantina
proporcionan una mayor vision del efecto del envejecimiento sobre el funcionamiento de este
neurotransmisor, asi como sobre su relacion con la corticosterona y otros sistemas de
neurotransmision como la ACh y la 5-HT, y las consecuencias conductuales que tienen sobre la

memoria (Fig. 45).
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Fig. 45. Esquema de la propuesta para la relacion entre el estrés el sueiio alterado y el Glut.
En la Juventud, existe un equilibrio entre la cantidad de Glut liberado en el espacio sinaptico y la
cantidad de receptores NMDA. En la «Vejez» el nimero de estos receptores se ve disminuido y, a
su vez, el estrés provocado por las alteraciones del suefio tipicas de la vejez y asociadas a
patologias neurodegenerativas, como la EA, favorece la liberaciéon de Glut, aumentando su
concentracion extracelular y los problemas cognitivos que esto conlleva. La administraciéon de
memantina, por el contrario, como antagonista de los NMDA, impide que el exceso de Glut inicie la
cascada apoptdtica por una excesiva entrada de Caz*.

El mecanismo fisioldgico principal que se encarga de organizar la respuesta a los
estimulos estresantes implica la integracion e interaccion de areas como el hipocampo, la
corteza prefrontal y el epitalamo, en un constante proceso de retroalimentacién a través de la
liberacidn de neurotransmisores y neuromoduladores especificos (Joéls y Baram, 2009; Urich-
Lai y Herman, 2009). Se ha demostrado que la corticosterona es capaz de producir cambios en
la concentracion extracelular de diferentes sustancias relacionadas con la activacion y la
regulacién de procesos cognitivo-conductuales (Robbins, 2005; McEwen, 2007; Ulrich-Lai y
Herman, 2009) y fisiologicos (Cohen y cols., 2012). En este sentido, los resultados obtenidos
en los andlisis por HPLC reflejan varias diferencias significativas que podrian estar
relacionadas con estos cambios. La investigacion acerca de la modulacion serotoninérgica en
la liberacion de ACh se ha explorado en diferentes areas cerebrales de las que se tiene

constancia que existe inervacion de ambos sistemas, como por ejemplo la corteza, el




hipocampo o el estriado (Cassel y Jeltsch, 1995; King y cols., 2008). Se ha explicado en la
introduccién la importancia del sistema colinérgico en la formacion de recuerdos, en la
recuperacion de la informacidn y en la relevancia que tiene en los procesos de envejecimiento,
normal y patolégico (Garcia-Alloza y cols., 2005). Muchas de las terapias farmacoldgicas
actuales para el tratamiento de los sintomas cognitivos en la EA y en otros trastornos
cognitivos asociados a la edad se basan en la aproximacién a los mecanismos de accion e

interaccidn de estos sistemas (Rodriguez y cols., 2012; Russ y Morling, 2012).

La interaccion ACh—5-HT y su efecto en la cognicion ha sido extensamente
documentada en el contexto de los trastornos cognitivos asociados a la edad (Garcia-Alloza y
cols., 2005; Xu y cols., 2012). Por ello, la combinaciéon de ambos sistemas se tiene en cuenta
para disefiar nuevas estrategias farmacoldgicas preventivas de esta sintomatologia (Xu y cols.,
2012). Estudios animales han demostrado que el bloqueo combinado de los sistemas
colinérgico y serotoninérgico contribuye al empeoramiento y deterioro de la conducta (lo que
podria considerarse la capacidad cognitiva) (Vanderwolf, 1987). Se ha sugerido que la 5-HT
participa activamente en el mantenimiento de las capacidades cognitivo-conductuales en
aquellos casos en que los niveles de actividad colinérgica se ven especialmente reducidos
(Garcia-Alloza y cols., 2005), y los resultados obtenidos mediante el anélisis de ELISA y HPLC
realizados en esta tesis son coherentes con esta idea. El claro aumento asociado a la edad en
los niveles de corticosterona plasmatica de las O. degus es coherente con los el aumento de
Glut en la corteza y el hipocampo (Mussazi y cols., 2010), asi como con la reduccion en los

niveles de 5-HT (Lowy y cols., 1995).

Se ha demostrado que existe un abundante numero de receptores 5-HT4 y 5-HTg tanto
en esta area como en la corteza prefrontal (King y cols., 2008), desde donde se ha descrito que
ejercen indirectamente la regulacion de la liberacién de ACh y otros neurotransmisores en

areas relacionadas (Fig. 46).
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Fig. 46. Receptores de 5-HT implicados en el aprendizaje y la memoria. La figura muestra
areas del cerebro y rutas neuronales posiblemente implicadas en el rol de los receptores 5-HT1a,
5-HT4 y 5-HTs sobre los procesos de memoria y aprendizaje. Las neuronas del nicleo de Rafe
proyectan hacia el hipocampo, las cortezas prefrontal y entorrinal. Cuando se conoce la
localizacion particular de un receptor 5-HT, se indica colocindolo sobre la neurona
correspondiente. Esto no implica necesariamente que ambos receptores coexistan en la misma
neurona. Las = indican conexién entre regiones, mientras que —@ indica rutas establecidas.
La accion de la ruta sobre las neuronas se muestra con +, para estimulacidn, y -, para inhibicion.
Por las caracteristicas de cada receptor, las rutas que terminan en la activacion postsinaptica de
5-HT1a se sefialan como -, mientras que las que terminan en la activacion de 5-HTs y 5-HTs son
estimulantes (adaptado de King y cols., 2008).

Estos datos son coherentes con los resultados obtenidos en esta tesis. La reduccion de
9-HT asociada a la edad en corteza frontal e hipocampo estaria directamente relacionada con
el aumento de Glut en ambas estructuras, asi como con la reduccién de ACh en la corteza.
sugiere que este neurotransmisor Estos datos son de especial interés en el marco de la EA, en
tanto que relacionan directamente las alteraciones en los sistemas de neurotransmision con los
déficits en memoria y aprendizaje tipicos de la enfermedad. Este efecto se veria agravado con

la edad, dado que como muestran los resultados, las O. degus mas jovenes son las que



poseen un nivel mayor de 5-HT y ACh en corteza e hipocampo, y una mayor cantidad de Glut

en ambas estructuras, lo que concuerda con los datos sobre la interaccion de estos sistemas.

¢Como relacionar los resultados con el suefio y la memoria?

Entre sus muchas funciones, los ritmos circadianos también regulan la fluctuacion de
neurotransmisores en el SNC. El suefio influye en la disponibilidad y sintesis de estas
sustancias, y existen varios trabajos tanto en humanos como en modelos animales que
sugieren una relacion entre el buen funcionamiento de los ciclos de suefio-vigilia y un estado
cognitivo intacto (Binder y cols., 2012; Johnson y cols., 2012). Asimismo, elementos como el
Glut, la ACh y la 5-HT son determinantes para la aparicién y mantenimiento de la conducta del
suefio. Como se ha comentado anteriormente, el papel de los diferentes sistemas de
neurotransmision en el mantenimiento de un buen estado mental y el deterioro cognitivo esta
extensamente documentado. Por otra parte, es amplia la evidencia que vincula las alteraciones
de los ritmos circadianos con el deterioro cognitivo (Novati y cols., 2011; Kondratova y
Kondratov, 2012; Schmidt y cols., 2012) y en particular con el deterioro cognitivo asociado a la
edad y en la EA (Roh y cols., 2012). Sobre lo que no existe un gran consenso es acerca de los
mecanismos por los cuales estas alteraciones del suefio causan aquellos problemas, y sobre
cual de estos fendomenos ocurre antes. Una posibilidad, seria que los cambios asociados a la
edad que se producen en el equilibrio quimico del cerebro iniciaran las alteraciones del suefio
tipicas de la edad y otros trastornos asociados a ésta. El estrés generado por la disrupcion del
ciclo normal de suefio-vigilia podria estar empeorando a su vez el equilibrio neuroquimico del
cerebro que afecta a los sistemas de neurotransmision y, por consiguiente, a su papel en los
diferentes procesos cognitivos. Se sabe que ambos fendmenos, la ritmicidad y la actividad
neuroquimica, cambian en el envejecimiento, y que ambos se ven modulados por la respuesta

al estrés. Se podria sugerir que a medida que uno envejece, este equilibrio se vuelve mas



delicado, creando un bucle en el que las alteraciones de uno de los vértices de este triangulo

afecten al funcionamiento de otro (Fig. 47).
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Fig. 47. Esquema de la relacion entre los niveles de neurotransmisores, el sueiio, la edad y
el deterioro cognitivo. Los cambios en los niveles de neurotransmisores que vienen asociados a
la edad pueden ser el detonante para la aparicion de las alteraciones de suefio tipicas de la tercera
edad y otros trastornos neurodegenerativos, como la EA. La alteracién de la conducta de suefio
normal tiene dos efectos: por un lado, es una fuente de estrés; por otro, genera ain mas
inestabilidad en los diferentes sistemas implicados en la memoria, como el Glut o la ACh. A su vez,
el estrés generado por un suefio alterado agravaria el desequilibrio neuroquimico de estos
elementos. Todo esto lleva a un agravamiento del declive cognitivo y los consiguientes problemas
asociados.

Los resultados obtenidos en esta tesis pueden ayudar a la interpretacion. Merece la
pena sefalar que el acumulo de neuronas colinérgicas situado en el puente con proyecciones a
zonas del cerebro intimamente relacionadas con funciones fisiolégicas béasicas, entre ellas el
suefo. Los resultados conductuales de este estudio muestran que los animales no presentan
déficit de conducta en condiciones de suefio normal, ni tampoco cuando son tratados con
memantina y privados de suefio, pero que su desempefio en las tareas de memoria si se ve
afectada tras la privacion total de suefio sin este farmaco. Los analisis por ELISA de los niveles
de corticosterona revelan que ésta es un factor distintivo en la aparicién de este deterioro. Los

niveles de ACh y Glut varian en senectud avanzada.

En senectud avanzada hay déficit tras privacién de suefio, algo que no se observa con
una conducta de suefio normal, por lo tanto, el déficit cognitivo pudiera ser debido al aumento
en los niveles de corticosterona en la privacion de suefio, mas que a un problema en la
disponibilidad de neurotransmisores. La importancia del equilibrio entre los distintos sistemas

de neurotransmision implicados puede ser la causa de porqué la memantina tiene un efecto



protector sobre el deterioro cognitivo inducido por privacién de suefio. No obstante, aunque los
distintos experimentos y resultados de este estudio aportan una visién explicativa del conjunto
del fendmeno, no cabe duda de que es necesario ampliar las investigaciones para una mejor

comprension de la naturaleza de la interaccidn entre todos estos procesos.

3. Perspectivas futuras

Este es el primer estudio realizado sobre el efecto de la edad, el estrés y el deterioro
cognitivo inducido por privacién de suefio en un modelo de O. degus. Por este motivo, aunque
los resultados contestan muchas preguntas planteadas al respecto, otras muchas merecen ser

exploradas.

En primer lugar, seria complementario ampliar la gama de marcadores bioquimicos
que pudieran estar interviniendo en los procesos descritos en este estudio. En este sentido,
dos de los compuestos que podrian tener una participacion mayor en las distintas funciones
son la noradrenalina y el 6xido nitrico. La primera, debido a la gran influencia que tiene con
otros sistemas de neurotransmision y a su destacada presencia en los procesos de estrés. El
segundo, por la importancia de los radicales libres y los procesos oxidativos que ocurren en el
envejecimiento, los cuales parecen estar implicados directamente en varios de los aspectos de

deterioro cognitivo asociado a la edad.

Segundo, dado que uno de los mayores valores del O. degus es la acumulacién
espontanea de placas de proteina fA y de tau hiperfosforilada, un paso necesario para validar
los resultados preliminares obtenidos por otros grupos de investigacion es la realizacién de un
exhaustivo estudio post mortem de las regiones implicadas en esta enfermedad.
Correlacionando los posibles resultados con el déficit cognitivo asociado a la edad demostrado

en este estudio, la descripcion y exploracion detallada de los marcadores histopatolégicos seria



fundamental para asentar a este roedor como modelo natural de la EA. Ademas, un estudio
post mortem afiadiria valor a los analisis realizados con HPLC, lo que permitiria ampliar las

conclusiones obtenidas en esta tesis.

En paralelo a los avances clinicos en el tratamiento farmacolégico para los sintomas
cognitivos de la EA, también seria interesante trasladar las nuevas terapias a estos animales,
con el fin de ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de acciéon en un modelo mas
similar a la patologia humana que el que aportan otros modelos animales. En este sentido, los
buenos resultados con la memantina obtenidos en este estudio son prometedores.
Actualmente, junto con inhibidores de la colinesterasa, los antagonistas de los receptores
NMDA son tratamiento de eleccion en la farmacoterapia para la EA. Explorar los beneficios
sobre la conducta de la combinacién de estas dos categorias de farmacos es un aspecto con

un gran y beneficioso potencial clinico.

Por Ultimo, cabria plantear una exploracion mas detallada del sistema glutamatérgico
en estos animales, dados los datos disponibles en la literatura y los resultados obtenidos en
este estudio, tanto por cromatografia como por el tratamiento con memantina. En los ultimos
afios ha aumentado el nimero de estudios que investigan la funcion del Glut en el deterioro
cognitivo asociado a la edad centrandose en el papel de las células gliales. Asi pues,
mereceria la pena examinar estas células como posibles dianas para comprobar, dada su
participacién en los procesos de deterioro cognitivo, si resultan un objetivo con potencial

terapéutico.
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La privacion de suefio es un paradigma vélido para inducir deterioro cognitivo
transitorio en los estudios de memoria que se sirvan del O. degus como modelo

experimental.

La edad es un factor de sensibilizacidn para el efecto de la privacion de suefio, ya que
el deterioro producido por este procedimiento es significativamente mayor en los

animales de mayor edad.

La privacion de suefio incrementa los niveles de corticosterona plasmatica de forma
significativa respecto a los niveles obtenidos tras un periodo de suefio normal. Este

incremento aumenta significativamente con la edad.

Los niveles de Glut, ACh y 5HT en la corteza frontal y el hipocampo del O. degus, se
ven alterados con la edad: la ACh y la 5-HT disminuyen en la corteza y el hipocampo,

respectivamente, mientras que el Glut aumenta en ambas estructuras.

La memantina, antagonista parcial de los receptores NMDA de Glut, administrada
previamente a la privacion de suefio tiene un efecto protector significativo sobre el

deterioro cognitivo que se mantiene en los individuos afiosos.

La relacion entre el Glut, la ACh, la 5-HT y los niveles de corticosterona alterados por la

privacion de suefio indican deterioro cognitivo

La mejoria en la ejecucion de las tareas tras la administracién de memantina revela un
papel critico de este neurotransmisor en los procesos de memoria de referencia y
memoria de trabajo evaluados mediante los paradigmas de RAM, BM y NOR, y
confirmaria la prescripcion de este farmaco en el deterioro de los procesos mnésicos

asociados a la edad.
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