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Abreviatures

ANOVA Analisi de la variancia

BDNF Factor neurotrofic derivat del cervell (Brain-derived neurotrophic factor)
BHE Barrera hematoencefalica

CaMK proteina quinasa dependent de Ca%*/calmodulina

CCl Impacte cortical controlat (Controlled cortical Impact)

CREB cyclic AMP response element-binding protein

DCX Doblecortina

FPI Dany cerebral per percussio de fluids (Fluid percussion injury)
GH Hormona del creixement

Ibal lonized calcium-adaptor 1

IGF-1 Factor de creixement insulinic 1 (Insulin growth factor-1)

iL Interleucina

LEC Laberint elevat en creu

MANOVA Analisi multivariat de la variancia

MAPK Proteina quinasa activada per mitogens (Mitogen-activated protein kinase)
MGV Mitjana del valor de gris (Mean gray value)

MLG Model linial general

MRO Memoria de reconeixement d’objectes

NeuN Proteina nuclear neuronal

NGF Factor de creixement nerviés (Nerve growth factor)

NSC Cel-lules mare neurals (Neural stem cells)

PRhc Escorga perirhinal

TBI Dany cerebral traumatic (Traumatic brain injury)

TNFa Factor de necrosi tumoral alfa

TrkB Receptor tirosina quinasa B

ROS Espécies reactives de I'oxigen (Reactive oxygen species)

SNC Sistema nervids central

VEGF Factor de creixement vascular endotelial (Vascular endothelial growth factor)
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1. Plantejament, hipotesi i objectius experimentals

Plantejament

El dany cerebral traumatic (traumatic brain injury, TBI) és una condicié adquirida a
conseqiencia d’'una forca mecanica externa que produeix una disrupcié en el
funcionament normal del cervell (Pervez, Kitagawa, & Chang, 2018). Donada l'alta
prevalenca que té en la societat arreu del mdn, i que sovint s'acompanya de seqleles
motores, cognitives i/o emocionals (que poden persistir a llarg termini), constitueix
una de les principals causes d’incapacitat severa i cronica. Entre les diferents sequeles,
el déficit cognitiu (i en concret les alteracions mnesiques) acostuma a ser el més comu i
persistent (Chen & D’Esposito, 2010; Carron, Alwis, & Rajan, 2016; Cristofori & Levin,
2015). Addicionalment, les persones que han patit un TBI presenten una mortalitat
més elevada i un major risc de desenvolupar trastorns neurologics, psicopatologics i/o
malalties neurodegeneratives (Donat, Scott, Gentleman, & Sastre, 2017). Per aquests
motius esdevé un problema de salut publica i és necessari trobar tractaments
adequats, doncs a dia d'avui, aquests sén escassos, d'efectivitat limitada i
majoritariament se centren a actuar durant la fase aguda (Carron, Alwis, & Rajan,
2016).

El TBI s’inicia amb un dany primari a conseqiiéncia d’una forga externa que deforma el
teixit cerebral i causa mort cel-lular necrotica a la zona de I'impacte. Aquesta forca pot
produir un dany focal, difus o, el que és més habitual, una combinacié d’ambdds tipus
(Corrigan, Mander, Leonard, & Vink, 2016; McAllister, 2011). Seguidament es posa en
marxa el dany secundari degut al desequilibri de I’'homedstasi ionica i a la disrupcié de
la barrera hematoencefalica (BHE), que desencadena canvis en diferents cascades
bioquimiques i cel-lulars. Aquest fet es tradueix en mort cel-lular apoptotica i
neuroinflamacido que poden quedar activades durant setmanes, mesos i inclus anys
després del traumatisme (Johnson et al., 2013; Kinoshita, 2016; Werner & Engelhard,
2007).

Entre els diferents tractaments que s’investiguen, I'exercici fisic podria ser un bon
candidat per reduir el dany secundari i les sequeles del TBI, en especial les cognitives.

En primer lloc, I'exercici fisic exerceix efectes beneficiosos sobre la salut en general i



les funcions cognitives en persones i animals sans de totes les edats (Archer et al.,
2016; Mandolesi et al., 2018). En concret, la millora de les funcions cognitives s’associa
a un augment de la neuroplasticitat, doncs I’exercici genera canvis estructurals en el
cervell, a partir de I'augment de proteines relacionades amb la plasticitat sinaptica i la
supervivencia cel-lular (Mandolesi et al., 2018; Cobianchi, et al., 2017). Pero I'exercici
no només s’ha mostrat beneficiés en persones sanes, sind que també s’ha mostrat
capac¢ de reduir el declivi cognitiu degut a I'envelliment, aixi com el deteriorament
cognitiu lleu, o a multiples patologies. A més, també s’ha vist que pot reduir el risc de
patir malalties neurodegeneratives i trastorns psicopatologics (Baker et al., 2010; Davis
et al., 2013; Tarumi & Zhang, 2014; Spielman, Little, & Klegeris, 2016; (Chen, Zhang, &
Huang, 2016). Aquest aspecte és rellevant, doncs tal com hem comentat, les persones
amb TBI presenten un major risc de patir-les. També s’ha descrit que té efectes
antiinflamatoris en diferents trastorns neurologics, malalties neurodegeneratives i en
el mateix TBI (Spielman, Little & Klegueris 2016). Un altre aspecte positiu de I'exercici
és que millora el rendiment cardiorespiratori associat a un estil de vida sedentari. Val a
dir que les persones amb TBI sovint presenten una capacitat aerobica reduida en
comparaciéo amb persones sedentaries que no han patit un traumatisme (Amonette &
Mossberg, 2013; Morris et al., 2016). Addicionalment, un alt rendiment aerodbic
s’associa amb un millor rendiment cognitiu en persones amb demencia (Hollamby,
Davelaar, & Cadar, 2017). Juntament amb tots aquests efectes de |'exercici, que
indiquen que podria ser un bon tractament per a reduir les seqieles cognitives, s’hi
afegeix el fet que, a més, es tracta d’una estrategia no farmacologica, economica i no
invasiva, i per tant, facilment a I'abast de tothom a llarg termini (Morris et al., 2016;

Alkadhi, 2018; Wogensen, Mal3, & Mogensen, 2015).

Alguns estudis han avaluat els efectes de I'exercici com a tractament per a reduir el
deficit cognitiu en pacients amb TBI, amb resultats positius (Chin, et al., 2015;
Vanderbeken & Kerckhofs, 2017). Malgrat aix0, a dia d’avui encara hi ha pocs estudis
gue permetin avaluar i comparar aquests efectes (Morris et al., 2016). Aixo es deu
principalment a la gran heterogeneitat clinica que presenta el TBI, tant pel que fa a la
diversitat de déficit funcional, com als diferents perfils de lesions (edat dels pacients,

temps transcorregut des del dany, tipus de dany cerebral, etc.) (Morris et al., 2016). A



més, també es necessiten més estudis que avaluin 'efecte de diferents intensitats
d’exercici i la durada de la intervencid, aixi com el moment d’inici post-TBI. Cal
destacar que una dificultat afegida és el fet que en molts estudis de TBI en humans

manca un grup control (Lal, et al., 2018).

Donada la limitacié dels estudis en humans amb TBI, els models preclinics de dany
cerebral traumatic en rosegadors semblen necessaris per a estudiar els mecanismes
fisiopatologics, bioquimics i conductuals del TBI, aixi com per avaluar el potencial
terapeutic de I'exercici fisic en unes condicions més controlades, tot i les limitacions
que suposa tant el fet d’utilitzar un model de lesié que no pot reproduir tot I'espectre
observat en la clinica, com el fet d’utilitzar un model animal (O’Connor, Smyth, &
Gilchrist, 2011). En estudis que utilitzen aquests models s’ha vist que |'exercici fisic
millora les funcions cognitives i exerceix efectes neuroprotectors, reduint la
neuroinflamacié, el volum de la lesid i la mort cel-lular, i a més fomenta la
neuroreparacié mitjancant I'increment de la neurogeénesi, I'angiogénesi i la gliogénesi

(Piao et al., 2013; Wogensen, Mala, & Mogensen, 2015; Jacotte-Simancas et al., 2015).

A dia d’avui, no obstant, es requereixen més estudis sobre quines serien la quantitat i
intensitat de I'exercici, aixi com les pautes temporals apropiades, per a optimitzar els
seus efectes beneficiosos (Alkadhi, 2018). Respecte a les pautes temporals hi ha varis
aspectes a tenir en compte. En primer lloc, el moment d’inici de I'exercici després del
dany cerebral, ja que es coneix I'existéncia d’una finestra terapéutica concreta que
varia en funcié de la severitat de la lesio (Griesbach, Gdmez-Pinilla, & Hovda, 2007), de
tal manera que l'inici de I'exercici durant la fase aguda, poc després de la lesid, fins i
tot pot tenir efectes perjudicials (Griesbach, et al., 2004; Griesbach, Gémez-Pinilla, &
Hovda, 2007). En aquest sentit, alguns estudis han mostrat que |'exercici voluntari
d’inici primerenc no només no millora, sind que fins i tot pot empitjorar, les
deficiencies cognitives (Crane, Fink, & Smith, 2012), degut probablement a que es
perden els seus efectes neuroprotectors, es redueixen els mecanismes compensatoris
endogens que es donen durant la fase aguda del TBI, i pot augmentar la
neuroinflamaciéo (Piao et al., 2013; Griesbach, Gomez-Pinilla & Hovda, 2004).

Tanmateix, hi ha estudis que no troben aquests efectes amb l'inici primerenc. En un



experiment es va observar just el contrari, ja que l'inici primerenc de I'exercici
resultava més beneficiés que el demorat. En aquest cas pero, es tractava d’exercici
forcat (Chen et al., 2013). A més, hi ha estudis que, tot i no comparar diferents
moments post-TBI d’inici de I’exercici voluntari, han obtingut resultats positius amb el
seu inici immediat a la lesioé (Wu, Ying, & Gomez-Pinilla, 2013; Krishna et al., 2017). Cal
tenir en compte que el tipus de model de lesié utilitzat i la severitat del dany induit
varien en els diferents estudis i aquests factors poden influenciar en la divergéncia de
resultats entre experiments.

Un altre aspecte que hem de tenir en compte en I'estudi dels efectes de |’exercici
sobre el déficit cognitiu és quines conseqliencies té la seva interrupcié. Tot i que no
sembla haver-se estudiat en animals amb dany cerebral, en animals sans s’ha vist que
la interrupcio de I'exercici disminueix els nivells de moléecules associades a la plasticitat
sinaptica (Berchtold, et al., 2005; Berchtold, Castello, & Cotman, 2010) i fins i tot pot
reduir-les a nivells per sota dels d’animals sedentaris (Radak et al., 2006). També pot
exercir un efecte rebot negatiu en la neurogenesi, amb nivells per sota dels animals
sense accés a roda d’activitat (Nishijima, et al., 2017). A més, els beneficis a nivell
cognitiu no semblen mantenir-se quan I'exercici s’'interromp (Hopkins, Nitecki, & Bucci,
2011). Aixi doncs, I'estudi dels efectes de la interrupcié de I'exercici podria ser
rellevant, ja que ens donaria dades sobre la necessitat de mantenir la practica
d’exercici de manera regulari a llarg termini.

Un tercer aspecte important en les pautes temporals d’aplicacié de I'exercici és la
durada del tractament. El més habitual en els estudis d’exercici voluntari amb
rosegadors amb TBI és realitzar intervencions d’entre 1 i 4 setmanes d’exercici
(Griesbach, Gomez-Pinilla & Hovda, 2004; Griesbach, Gomez-Pinilla & Hovda, 2007;
Crane, Fink & Smith, 2012; Wu, Ying & Gomez-Pinilla, 2013; Krishna et al., 2017;
Jacotte-Simancas et al., 2015; Piao et al., 2013), pero no sembla haver-hi gaires treballs
amb TBI en qué s’hagi aplicat un tractament d’exercici de major durada. En un altre
model de dany cerebral adquirit (isquémia), els ratolins que tenien accés a exercici
voluntari durant prop de 6 setmanes van mostrar una reversié del déeficit de memoria
espacial, aixi com un increment de la supervivencia de noves cel-lules formades durant
I’exercici i d’un factor de transcripcid associat a plasticitat sinaptica en el gir dentat

(Luo et al., 2007).



Objectiu general

Tenint en compte lI'exposat, I'objectiu general del present treball és estudiar els
aspectes temporals (inici, durada i interrupcié) del tractament amb exercici fisic
voluntari, sobre els deficits de memoria induits per TBI, aixi com els mecanismes
moleculars pels quals les diferents pautes d’exercici tindrien els seus efectes
beneficiosos.

En el nostre laboratori, hem constatat que 3 setmanes d’exercici fisic voluntari iniciat 4
dies després de la lesid reverteix el déficit de memoria de reconeixement d’objectes
(MRO), en rates amb TBI induit per impacte cortical controlat (controlled cortical
impact, CCl), i redueix la pérdua neuronal en diferents regions cerebrals, alhora que
augmenta la neurogénesi en el gir dentat (Jacotte-Simancas et al., 2015). D’acord amb
el tipus i severitat de la lesié induida en aquest treball previ, 4 dies de demora és un
periode suficient per no interferir amb la resposta compensatoria endogena que té lloc
durant la fase aguda del TBI. A més, una intervencid de 3 setmanes d’exercici continuat
és també suficient per a observar tant els beneficis neuroprotectors de I'exercici fisic
(disminucié de perdua neuronal), com els neuroreparadors (augment del nimero de
neurones noves a I’hipocamp), aixi com per reduir el déficit de memoria.

Per tal de poder estudiar els aspectes temporals del tractament d’exercici, haviem
d’establir en primer lloc, si els déficits de memoria observats a les 3 setmanes de la
lesid es mantenien a més llarg termini. Amb aquesta finalitat, vam dissenyar un primer
experiment per comprovar si el déficit mnesic en la MRO observat en el nostre model
de lesid es mantenia a les 6 setmanes. Un cop establert que les deficiéncies cognitives
del nostre model eren croniques, vam portar a terme un segon experiment per
estudiar els efectes de diferents pautes temporals d’exercici fisic (demorat,
interromput o continuat) sobre el déficit en la MRO, aixi com els mecanismes d’accié

principalment implicats en cadascuna de les pautes.



Hipotesi

La nostra hipotesi de treball és que I'exercici fisic pot reduir el déficit cognitiu produit
per TBI mitjangant els seus efectes neuroprotectors (principalment, reduccié de la
mort neuronal i de la resposta neuroinflamatoria) i neuroreparadors (principalment,
plasticitat sinaptica i neurogenesi).

Una conseqliencia d’aquesta hipotesi és que I'accid neuroprotectora de I'exercici fisic
seria especialment eficag durant el periode agut i subagut després de la lesid,
coincidint amb el periode en que el teixit cerebral és més susceptible a la mort
neuronal secundaria i la neuroinflamacié; en canvi, els efectes plastics i
neuroreparadors es mantindrien durant el curs del tractament amb exercici fisic,
independentment de quan s’iniciés aquest, pero s’esvairien després de la seva
interrupcio.

D’acord amb aquesta hipotesi, és d’esperar que I'exercici fisic tingui efectes
neuroprotectors més marcats quan s’inicia pocs dies després de la lesid, en
comparacio a quan s’inicia amb molta demora. En canvi, els efectes neuroreparadors
de l'exercici fisic s’haurien d’observar independentment del temps que transcorre
entre la lesid i I'inici del tractament, tot i que s’atenuarien o desapareixerien un cop
finalitzat I'exercici. Per tant, el tractament més efica¢ hauria de ser I’exercici iniciat poc
després de la lesid i mantingut de manera cronica, ja que es beneficiaria tant dels

efectes neuroprotectors com dels neuroreparadors.

Objectius de I'Experiment 1

D’acord amb I'objectiu general del treball, i per tal de poder establir diferents pautes
temporals de tractament mitjancant exercici fisic eficaces per a reduir el déficit de
memoria, primer era necessari determinar si aquest deteriorament cognitiu observat 3

setmanes després de la lesid, es mantenia a més llarg termini.

A més, donat que el TBI pot acompanyar-se d’alteracions emocionals, les quals poden
influir en I'execucidé de tasques de memoria, es va avaluar I'existéncia de canvis en la
reactivitat emocional, la conducta exploratoria i la conducta locomotora en funcié del

temps post-TBI transcorregut.



Concretament, els objectius especifics de I'Experiment 1 van ser comparar I'efecte del

TBl als 21 dies i als 42 dies de la lesid, sobre:

1) La memoria, mitjancant la tasca de MRO, tant a curt termini (3 hores), com a

llarg termini (24 hores)
2) La reactivitat emocional, mitjancant el Laberint Elevat en Creu (LEC)
3) L'exploracié i I'activitat locomotora

4) Diverses mesures macroscopiques de la lesié

Objectius de I’Experiment 2

L’Experiment 2 es va dur a terme per a estudiar I'impacte de tres pautes temporals de
tractament mitjancant exercici fisic voluntari (roda d’activitat) sobre el deficit de MRO,
i per a avaluar els mecanismes d’accié implicats (neuroprotectors i/o neuroreparadors)
en cadascuna d’elles. Amb aquesta finalitat, es van establir les seglients pautes de

tractament:

e Exercici demorat: 3 setmanes d’exercici fisic iniciat 4 setmanes després de la
lesid (inici demorat, durant el periode cronic de la lesié) i mantingut fins al final

de I'experiment.

e Exercici interromput: 3 setmanes d’exercici fisic iniciat 4 dies després de la lesid
(inici durant el periode subagut post-TBI) i interromput 4 setmanes abans

d’iniciar 'entrenament en la MRO.

e Exercici continuat: 7 setmanes d’exercici fisic, iniciat 4 dies després de la lesid

(en el periode subagut post-TBI) i mantingut fins al final de I’experiment.

Els objectius especifics de I'Experiment 2 van ser:

1) Determinar si les tres pautes temporals d’exercici fisic redueixen el déficit de

MRO produit pel TBI.

2) Estudiar si les tres pautes de tractament tenen efectes neuroprotectors i
neuroreparadors, mitjancant I'analisi de:
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a. Diferents mesures macroscopiques de la lesié
b. El nimero de neurones madures (cél-lules NeuN+) en I'hilus del gir

dentat i I'escorga perirhinal
c. Laneuroinflamacio (cél-lules Ibal+) en I’hipocamp dorsal
d. La neurogenesi (cel-lules DCX+) en la capa granular del gir dentat

3) Determinar si la reduccio i/o reversid del déficit de la MRO de les diferents
pautes de tractament esta més relacionada amb una accié neuroprotectora,

una accid neuroreparadora, o ambdues.
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2. Marc teoric i antecedents experimentals

2.1 Dany cerebral traumatic (TBI)

El dany cerebral traumatic és una condicid adquirida, a conseqiiéncia d’'una forca
mecanica externa, que produeix una deformacié del teixit cerebral i genera una
alteracio en el funcionament del cervell (Pervez et al., 2018). El TBI presenta una gran
heterogeneitat en perfils de lesions, tant en la localitzacio i severitat de la lesié, com
en l'edat dels pacients, fet que encara dificulta més el seu estudi, aixi com el seu
maneig clinic (Morris et al., 2016).

Pel que fa a la severitat de la lesid, aquesta es valora en funcié de I'escala de coma de
Glasgow, que avalua el nivell de consciéncia del pacient, a partir de la resposta motora,
la verbal i el reflex ocular, i que s'administra en les 24 primeres hores després del dany.
Una puntuacio entre 3-8 es considera un TBI sever, entre 9-13 moderat i 14-15 lleu. En
el TBI lleu és usual experimentar simptomes postcommocid. El criteri diagnostic de
simptomes postcommocio requereix la preséncia de com a minim 3 dels seglients 8
simptomes: cefalea, fatiga, irritabilitat, insomni, problemes de concentracid, mareig,
dificultats de memoria o intolerancia a I'estres, a les emocions o a |'alcohol (Boake et

al., 2005).

El TBI presenta una alta prevalenca i pot acompanyar-se de sequeles croniques,
especialment cognitives. També pot presentar comorbiditat amb altres trastorns
neurologics i psicopatologics i densencadena una resposta inflamatoria que s’associa a
un major risc de desenvolupar malalties neurodegeneratives (Kokiko-Cochran &
Godbout, 2018). Per aquests motius, es considera un problema de salut publica. A
més, a dia d’avui no existeix cap tractament capag de revertir els seus efectes (Carron

et al.,, 2016).

2.1.1 Dades epidemiologiques

Resulta molt dificil saber quina és la prevalenca real del TBI, degut a multiples factors,
entre altres perque una part dels casos (especialment els lleus) no arriben ni tan sols a
ser diagnosticats. També perquée en els estudis epidemiologics sovint s’ha fet una cerca

de dades incompleta i poc estandaritzada degut a la manca d’una definicié clara del
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TBI i, en conseqliencia, els criteris d’inclusié a vegades son inconsistents (Peeters et al.,
2015; Roozenbeek, Maas, & Menon, 2013). S’estima que a Europa el TBI presenta una
prevalenca anual de 1,5 milions d’admissions hospitalaries i de 57.000 morts (Majdan
et al., 2016). El TBI pot donar-se a qualsevol edat, perd la poblacié que presenta una
prevalenca més alta és la infantil i adolescent principalment a causa d’accidents de
transit, caigudes, activitats esportives i maltractament infantil (Thurman, 2016). En els
darrers anys, degut a l'augment en |'esperanca de vida, la prevalenca del TBI esta
augmentant també en la poblacié d’edat més avancada, principalment per caigudes
(Roozenbeek, Maas, & Menon, 2013). El TBI és més freqiient en la poblacié masculina
durant la infantesa, adolescencia i adultesa, perd a partir dels 65 anys és més usual en
les dones (Thurman, 2016; Majdan et al., 2016). En termes generals, les causes més
freqlients de TBI sén accidents automobilistics, activitats esportives, caigudes i
accidents per armes de foc (Carron et al., 2016). Malgrat I'alta prevalengca que
presenta, la majoria (70-80%) dels TBI sén classificats com a lleus (commocié cerebral)

(Lozano et al., 2015).

2.1.2 Fisiopatologia del dany cerebral

2.1.2.1 Dany primari i dany secundari

El TBI cursa amb un dany primari iniciat en el mateix moment de la lesid, a
conseqliencia directa d’'una forca mecanica externa que produeix la deformacié del
teixit cerebral, comprometent la integritat estructural de les neurones, les céel-lules
glials i els vasos sanguinis (Corrigan, Mander, Leonard, & Vink, 2016), i continua amb
un dany secundari que involucra mecanismes fisiopatologics diferents al dany primari.
Les lesions generades en el dany primari poden ser de tipus focal: contusions,
hemorragies (subdural, epidural, intraparenquimal, intraventricular i subaracnoidea), o
bé de tipus difus: dany axonal produit per lesions amb acceleracié/desacceleracio
(Gaetz, 2004; Werner & Engelhard, 2007). El perfil més comu és una combinacié dels
dos tipus de lesié (McAllister, 2011), i s'acompanya de mort cel-lular necrotica (Chiu et
al., 2016). A conseqiiéncia de la lesid produida pel dany primari i la disrupcio de la BHE,
en questié de minuts s’inicia el dany secundari, que desencadena canvis en cascades

cel-lulars i bioquimiques que poden perdurar fins a setmanes o mesos (Kinoshita, 2016;
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Werner & Engelhard, 2007). Hi ha varis factors que contribueixen al dany secundari i
que poden portar a una neurodegeneracid progressiva, dels quals en destaquen:
I'excitotoxicitat, I'augment de I'estrés oxidatiu, la formacié d'edema, la

neuroinflamacié i la mort cel-lular apoptotica (Corrigan et al., 2016).

Aixi mateix, es donen canvis en [‘homeostasi ionica i s’ha proposat que I'estirament de
les membranes crea microporus que faciliten el flux ionic. La despolaritzacié
consequent permet I'entrada de Ca?* a partir de canals dependents de voltatge, que
dona lloc a l'alliberament indiscriminat de neurotransmissors, sent el glutamat el
principal implicat en el procés d'excitotoxicitat (Griesbach & Hovda, 2015;
Krishnamurthy & Laskowitz, 2016). Concretament, el glutamat augmenta el Ca®*
intracel-lular de les neurones postsinaptiques, mitjancant la sobreactivacié dels
receptors NDMA, a I’hora que promou l'alliberament de neurotransmissors per part
d'aquestes neurones, creant un escenari d’excitotoxicitat que queda retroalimentat, a
causa de la propagacié a les neurones adjacents (Krishnamurthy & Laskowitz, 2016).
Addicionalment, hi ha una disminucié de GLT-1 -proteina transportadora de glutamat
en astrocits- en l'area lesionada i perilesionada (Rao, Dogan, Bowen, Todd, &
Dempsey, 2001), factor que incrementa encara més el glutamat extracel-lular i en
liquid cefaloraquidi, i conseqlientment, fomenta encara més I'excitotoxicitat (Karve,
Taylor, & Crack, 2015). L'augment de Ca?* intracel-lular, al seu torn, incrementa el Ca?*
mitocondrial, doncs I'organul intenta internalitzar el Ca?* i se satura, fet que comporta
una fosforilacié oxidativa deficient (Krishnamurthy & Laskowitz, 2016). En aquest
context, augmenten els nivells d’espeécies reactives d’oxigen (reactive oxygen species,
ROS) i es donen alteracions en les vies de senyalitzacié claus per la supervivencia
cel-lular, i conseqgiientment, s'incrementa I'activacié de caspases, que condueixen a la
mort cel-lular apoptotica (Wang & Qin, 2010). La disfuncié mitocondrial resulta en un
balan¢ energéetic deficient. Amb la finalitat de restablir el flux ionic adequat, les
neurones incrementen l'activitat de bombes idoniques, fent que requereixin més
energia i per tant, que augmenti el Ca%** mitocondrial, doncs s'esgoten les fonts
energétiques. A part del col-lapse mitocondrial, I'entrada de Ca?* també activa
proteases, com la calpaina, que degrada proteines del citoesquelet (espectrina, tau,

proteina associada als microtubuls 2, etc.) produint desestabilitzacido en I'actina del
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citoesquelet i els microtubuls. La calpaina també pot activar directament la caspasa 3 i
promoure la mort apoptotica. A més, aquesta proteasa també s’encarrega de la
proteolisi del receptor metabotropic del glutamat mGIluR1. Aquest receptor promou
tant la neurotoxicitat, mitjancant I'alliberament de Ca?* des del reticle endoplasmatic,
com la neuroproteccié, a través de I'activaci6 de la via de supervivéncia
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K-Akt). Amb la proteolisi, només queda activada la
cascada neurotoxica (Krishnamurthy & Laskowitz, 2016). En el dany secundari també
es dona mort apoptotica independent de caspases, per dues vies diferents. Una, a
conseqliencia dels baixos nivells energetics, mitjancant la proteina poli ADP ribosa
polimerasa; la segona, mitjancant factor inductor d’apoptosi degut al canvi en el

potencial de membrana mitocondrial (Krishnamurthy & Laskowitz, 2016) (Figura 1).

Una de les conseqiiéncies de la disrupcié de la BHE és la fuga de fluids i proteines a
I'espai extravascular que promouen la formacié de I'edema, amb I'agreujant que es
déna un augment de la pressid intracranial (Price, Wilson, & Grant, 2016). Una altra
conseqliencia de la disrupcié de la BHE és la infiltraci6 de cél-lules immunes
periferiques des del torrent sanguini, augmentant la resposta immune innata iniciada
per les cél-lules glials i en especial per la microglia (veure apartat 2.1.2.3). Aixi doncs, la
neuroinflamacio és un procés que acompanya al dany secundari i pot esdevenir clau en
el seu manteniment, incrementant el dany, pero també pot exercir efectes reparadors

(Corrigan et al., 2016), com es veura més endavant.

16



Dany cerebral traumatic

| | |
‘ Mort necrotica ‘ ‘ Desregulacio flux ionic ‘ DAMP Disrupcié BHE

y R
‘ Alliberament glutamat ‘ Resposta Infiltracio Formacio
pro- & | cél-lules edema
‘Z \ inflamatoria immunes ‘I’
{rActivitat bombes
ioniques I_) Inflamacié {rPressio
‘I( ‘Z \ cronica intracranial
Activacio Disfuncio
‘ Crisi energética ‘ calpaina mitocondrial
¥ \ ¢, N
Degradacio Protedlisi ROS Canvi potencial
proteines mGluR1 \lr membrana
citoesquelet 'l!
'L Estrés
oxidatiu
‘ Dany estructural ‘ /
W wly W

‘ Activacio caspasa 3 ‘ —_— ‘ Mort apoptotica ‘

Figura 1: Esquema de la fisiopatologia del TBl. DAMP: patrons moleculars associats al perill;
ROS: espécies reactives d’oxigen.

2.1.2.2 Mecanismes de compensacié endogena

Durant la primera setmana post-TBI es donen un seguit de processos dinamics i canvis
energetics en el cervell. Les cél-lules immunes residents del sistema nervids central
(SNC) i les infiltrades a partir de la sang, com els macrofags, responen rapidament al
dany inicial i participen en el procés de reparacié (Xu et al., 2017), tot i que sovint, el
TBI s'acompanya d'una activacié cronica que pot resultar perjudicial (Corps, Roth, &
McGavern, 2015). Les ceél-lules glials, en un primer moment, ofereixen un rol
neuroprotector, ja que intervenen en la fagocitosi de les restes cel-lulars, poden
alliberar factors neurotrofics (Jassam, lzzy, Whalen, McGavern, & El Khoury, 2017), aixi

com eliminar el glutamat (Corrigan et al., 2016).

Durant el periode de fase aguda del TBI s'ha descrit un augment de |'expressié de gens
i proteines relacionades amb la plasticitat i la transmissié sinaptica, tals com el factor
neurotrofic derivat del cervell (brain-derived neurotrophic factor, BDNF), el factor de
creixement insulinic 1 (insulin growth factor 1, IGF-1), factor de creixement nervids

(nerve growth factor, NGF), sinapsina |, proteina quinasa activada per mitogens | i Il
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(mitogen-activated protein kinases | and Il, MAPKI i MAPK ll), proteina quinasa Il
dependent de Ca?*/calmodulina (Ca%*/calmodulin-dependent Kinase I, CAMKII)
(Griesbach et al., 2004; Griesbach & Hovda, 2015; Griesbach, Gomez-Pinilla, & Hovda,
2004; Griesbach, Hovda, Molteni, & Gomez-Pinilla, 2002; Madathil & Saatman, 2015).
En concret, 'augment de factors neurotrofics és transitori i es creu que es deu a I'excés
de neuroexcitacié que es dona després del TBI que tindria un rol neuroprotector i
neuroreparador durant la fase aguda del dany secundari (Griesbach & Hovda, 2015;
Madathil & Saatman, 2015) (veure Figura 2). Les vies de senyalitzacié implicades es
veuran en més detall en I'apartat 2.3.3.4. També s'han descrit increments de la
proteina GAP-43 (marcador dels cons de creixement dels axons) (Hylin, Kerr, & Holden,

2017).

A les 24-48 hores després d’'un TBI es promou la proliferacié de les cél-lules mare
neurals (neural stem cells, NSC) en la capa subgranular de I'hipocamp adult, indicant
una resposta reparadora innata al dany inicial que és responsable de la recuperacid
espontania. Sovint aquesta resposta reparadora innata no pot compensar la pérdua
cel-lular ni, per tant, evitar l'aparicié de deficits funcionals permanents en els
supervivents de dany cerebral, ja que la proliferacié de les NSC és transitoria (amb un
pic maxim a les 48 hores) i majoritariment les noves cél-lules es diferencies en glia. A
més, la supervivencia de les noves neurones és baixa (Gao & Chen, 2013) i en la seva
majoria presenten una localitzacié ectopica degut a una migracid alterada (Ibrahim et
al., 2016). Tot i aixi, s’ha vist que I'administracié intraventricular d’un agent antimitotic
durant els 7 dies posteriors al TBI, disminuia la proliferacioé en la capa subgranular del
gir dentat als 7 dies de la lesié donant lloc a un déficit de memoria en el laberint
aquatic de Morris (tant en I'adquisicié com en la retencid a les 24 h) als 56-60 dies
després de la lesid, mentre que les rates lesionades que havien rebut solucid vehicle
mostraven una recuperacio funcional, doncs la seva execucié no diferia a la de les
sham. En canvi, les rates lesionades que realitzaven el laberint aquatic de Morris als
21-24 dies després de la lesi6 mostraven una pitjor execucié que les sham,
independentment de si havien rebut infusions de I'agent antimitotic. Aquests resultats
suggereixen que la proliferacid cel-lular induida pel TBI en el gir dentat esta associada a

la recuperacio cognitiva espontania després d’un TBI, doncs la seva inhibicié impedeix
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la reversié del deficit de memoria que es dona després del TBI (Sun, et al., 2015).

En resum, els canvis esmentats poden donar lloc a una certa compensacié endogena
espontania mitjancant mecanismes plastics que inclouen, a part de la neurogenesi
mencionada, reorganitzacid cortical de la zona contigua a la lesid, brots axonals,

plasticitat dendritica i angiogénesi (Hylin, Kerr, & Holden, 2017).

Mecanisme de compensacio endogen: neuroproteccioi neuroreparacio
[
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Figura 2: Esquema de les principals vies implicades en el mecanisme compensatori endogen.
Bcl-2: proteina 2 de linfoma de cél-lules B; BAD: promotor de mort associat a Bcl-2; BDNF:
factor neurotrofic derivat del cervell; CamK: proteina dependent de Ca?*/Calmodulina; IGF-1:
factor de creixement insulinic 1; p-CREB: cyclic AMP response element-binding protein

fosforilat; pTrkB: receptor tirosina quinasa B fosforilat; pIGF-1R: receptor factor de
creixement insulinic fosforilat.

2.1.2.3 Paper de la microglia i els astrocits
Les cel-lules de microglia son les cel-lules immunes residents en el SNC amb capacitats

molt diverses, tals com presentacio de I'antigen, fagocitosi, reparacio del teixit, poda
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sinaptica, suport neurotrofic, entre d’altres (Loane & Kumar, 2016). La microglia pot
presentar diferents fenotips i, per tant, diferents funcions, dependent del seu estat
d’activacid que es caracteritzen per una expressié genica determinada (Corrigan et al.,
2016). S‘anomena “en repos” (“resting”) quan presenta una forma ramificada,
constantment en moviment mitjancant I'extensié i la retraccié dels seus processos, fet
que li permet inspeccionar el medi local exterior a partir de la comunicacié quimica
amb molécules alliberades principalment per neurones. Donat que esta en constant
moviment i comprovant el medi, alguns autors prefereixen anomenar-la “vigilant”

(“surveying”) (Catalin, et al., 2013).

La neuroinflamacié, malgrat no ser el primer esdeveniment després del TBI, intensifica
el dany secundari i per aixd constitueix un procés patologic principal del TBI (Karve,
Taylor & Crack 2015; Sajja, Hlavac, & VandeVord, 2016). Les cél-lules de microglia sén
les primeres cél-lules immunes residents a iniciar la resposta inflamatoria després del
dany cerebral (Jassam et al., 2017). Les cel-lules danyades alliberen patrons moleculars
associats al perill (damage-associated molecular pattern molecules, DAMP) com per
exemple ATP, que sén captats pels receptors tipus Toll (Toll-like receptors, TLR) de les
cél-lules veines (Corps et al., 2015) iniciant la resposta immune innata (Jassam et al.,
2017), mitjangant I'activacio de les vies de senyalitzacié relacionades amb la inflamacié
en astrocits i microglia, com el factor nuclear Nuclear-factor kappa B i MAPK (Corrigan
et al., 2016). D’aquesta manera, es promou l'alliberament de mediadors
proinflamatoris, principalment citocines i quimiocines, que permeten amplificar la
resposta inflamatoria activant altres cel-lules glials (Corrigan et al., 2016). Algunes de
les funcions de la glia activada sén la fagocitosi de restes de cel-lules mortes,
I'alliberament de mediadors proinflamatoris i de factors de creixement, la formacié
d’una barrera al voltant de I'area lesionada i la modulacié de la resposta d’altres tipus

cel-lulars (Karve et al., 2015).

La cicatriu glial que es forma al voltant de I'area lesionada esta formada principalment
per astrocits reactius i també per microglia activada, cel-lules endotelials, fibroblasts i
matriu extracel-lular. Es creu que la cicatriu actua de barrera fisica per aillar el teixit
danyat i aixi impedir que les molécules DAMP alliberades per les cel-lules danyades

envaeixin el teixit sa. La cicatriu, perd, també té un efecte inhibitori en la regeneracié
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axonal (Corrigan et al., 2016). Per tant, I'astrogliosi presenta un rol dual ja que, d’una
banda, és necessaria perqué no s’estengui el dany pero, d’altra banda, impedeix la

regeneracio del teixit danyat (Karve, Taylor & Crack, 2015).

En presencia d’'un dany cerebral, la microglia respon a I'ATP extracel-lular mitjancant
els receptors purinérgics metabotropics P2RY1, que serveixen de receptors
guimiotactics, permetent I'extensié dels processos microglials i la migracié cap al teixit
danyat (Catalin et al., 2013). En agquest moment, s’activa i canvia de fenotip, passant
d’'una morfologia ramificada a amebiode, tipica de la fagocitosi, doncs la funcié
immediata que té és eliminar les restes cel-lulars i moleculars del teixit danyat. La
microglia activada pero, pot presentar diferents estats (M1 o M2) (Xu et al., 2017;
Donat et al., 2017). Els mediadors proinflamatoris promouen el fenotip classicament
activat o M1 (Xu et al., 2017). | en resposta, la microglia M1 allibera més factors
proinflamatoris, tals com citocines proinflamatories, ROS, quimioquines entre d’altres,
que activen altres cel-lules de microglia i monocits derivats de la sang que es
diferencien en macrofags, amplificant la resposta inflamatoria (Russo & McGavern,
2016). La microglia que polaritza a M1 no es pot diferenciar dels macrofags infiltrats
(Donat et al., 2017). L’activacid M1 en un primer moment té un rol neuroprotector si la
resposta esta ben regulada, doncs és necessaria per activar la resposta immune innata
i mobilitzar altres cél-lules. El problema esdevé quan hi ha una sobreactivacid, ja sigui
perquée es manté cronicament activada o perqué presenta una resposta exagerada;
llavors resulta nociva i promou la destruccié del teixit, exacerbant el dany secundari
(Loane & Kumar, 2016; Simon et al., 2018). El fenotip M2 presenta diferents variants,
cadascuna de les quals ve determinada per diferents tipus de mediadors inflamatoris
(Donat et al., 2017). L'estat d’activacié alternativa o M2a promou l'alliberament de
citocines antiinflamatories que redueixen els mediadors proinflamatoris, i presenta
activitat fagocitica, mentre que l|'estat desactivat o M2c media en processos de
reparacié de teixit i allibera factors neurotrofics (Simon et al., 2018). Val a dir que les
cél-lules de microglia no polaritzen en un extrem de I'espectre M1/M2, sind que
presenten fenotips intermedis i segons la ratio M1/M2, afavoreixen la
neurodegeneracio o la neuroregeneracio del teixit (veure Figura 3). Els diferents perfils

de microglia es poden estudiar a partir de marcadors de membrana i de la produccio
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de citocines (Wang et al., 2013). Com a resposta al dany cerebral, la microglia expressa
un perfil M2 amb un pic maxim als 5 dies, tornant als nivells basals després d'una
setmana, mentre que el perfil M1 presenta un pic maxim als 3 dies, pero no torna als
nivells basals sind que generalment es manté activat més enlla en el temps (Wang et
al., 2013; Turtzo et al., 2014). Tot i aixi, el patrdé o perfil fenotipic que presenta depén

del tipus i del grau de severitat de la lesid.
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Figura 3: Esquema dels diferents fenotips d’activacié de la microglia (M1/M2) i les principals
funcions associades a cadascun d’aquests. Esquema adaptat de Loane i Kumar, 2016.

2.1.3 Consegqiiéncies funcionals del TBI i evolucié temporal

El TBI pot generar alteracions a curt i a llarg termini en les funcions cognitives,
motores, sensorials i emocionals (Bajwa, Kesavan, & Mohan, 2018). Entre les arees
més vulnerables al TBI es troben el Iobul temporal medial i el cortex prefrontal. Degut
al paper que juga la formacié hipocampal en la memoria declarativa, les alteracions
mnesiques son freqlients després d'un TBI (Girgis, et al., 2016; Paterno, Folweiler, &
Cohen, 2017). També son freqlients les alteracions de les funcions executives

(resolucio de problemes i memoria de treball), I'atencié i la velocitat de processament
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de la informaciéo (McAllister, 2011), que sén funcions que depenen de |'escorca
prefrontal.

En l'esfera emocional i conductual, les alteracions amb més prevalenca sén les
relacionades amb el control dels impulsos, I'agressivitat i I'estat d'anim, com la
irritabilitat i en especial la depressié major (Medaglia, 2017). També sén habituals els

trastorns d'ansietat.

El TBI també és un factor de risc per desencadenar alteracions del son, abus de

substancies (McAllister, 2011) i crisis epileptiques (Lozano et al., 2015).

La comorbiditat entre diferents ambits acostuma a ser habitual. En joves amb TBI
sever, el fet de presentar pitjors habilitats funcionals durant la fase subaguda (mentre
reben rehabilitacid) s'ha associat a un major risc de patir problemes psicologics durant

la fase cronica (Doser, et al., 2017).

En conjunt, les alteracions que acompanyen al TBI afecten a la vida quotidiana en

ambits com I'ocupacié, I'educacid i la participacié social (Corrigan et al., 2016).

Es poden distingir 3 fases diferents després del TBI: aguda, subaguda i cronica, i
cadascuna d'aquestes presenta diferents estats d'evolucié dels pacients. Tot i que la
durada de cada fase depén de la severitat de la lesid, en totes elles es donen processos
bioquimics associats al dany secundari (Walker et al., 2009). En termes d’intervencié i
recuperacid, la fase aguda correspon al periode que segueix a I'impacte i 'objectiu és
estabilitzar al pacient, per aquest motiu, coincideix amb el periode d’hospitalitzacié. La
fase posterior, la fase sub-aguda s’inicia en el moment de I'alta hospitalaria. Durant
aquest periode l'objectiu principal és aconseguir la major recuperacié funcional
possible. | per ultim, la fase cronica fa referéncia a les conseqiiéncies a llarg termini del

TBI (Sans, et al., 2009; Cristofori & Levin, 2015).

Els efectes funcionals del TBI poden ser temporals o cronics (Lozano et al., 2015) i
poden variar al llarg del temps, ja sigui per millorar o empitjorar (Wilson et al., 2017),
dependent del grau de severitat de la lesid, el tipus de lesid i la localitzacié o I'edat del
pacient (Cristofori & Levin, 2015). Tot i que a dia d’avui encara no podem pronosticar

amb seguretat quins pacients experimentaran déficit cronic, un dels millors indicadors
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és el periode d’amneésia posttraumatica. Es considera que aquest periode s’ha resolt
quan els pacients poden tornar a incorporar nous esdeveniments en la seva memoria
de treball. Generalment un periode inferior a 2 mesos d’amnésia posttraumatica
correlaciona amb una baixa probabilitat de discapacitat severa mentre que temps
superiors a 3 mesos s’associen a una baixa probabilitat de bona recuperacio (laccarino,

Bhatnagar, & Zafonte, 2015).

Com és esperable, el TBI en persones grans tendeix a tenir una pitjor evolucié a llarg
termini (Wilson et al., 2017), mentre que els joves amb un grau de severitat lleu sén els
que presenten una millor recuperacié (Medaglia, 2017). Encara que depén de la
severitat de la lesid, la majoria de pacients que han presentat simptomes després del
TBI tenen una recuperacio total; no obstant, hi ha una proporcié de pacients que viuen
amb algun grau de disfuncid cognitiva permanent (Lozano et al., 2015; Medaglia,

2017).

2.2  TBlenanimals

Com hem vist, el TBI presenta una gran heterogeneitat i complexitat, tant en quant a la
fisiopatologia com en la simptomatologia clinica resultant. Els models animals sén de
gran utilitat per poder entendre millor els mecanismes responsables del dany cerebral
i per poder desenvolupar estratégies terapéutiques efectives. Aixi, els models
experimentals de TBI pretenen reproduir les lesions cerebrals observades en la
practica clinica i fer-les quantificables i replicables en els diferents estudis, tot i que no
hi ha cap model que per si sol pugui reproduir tot I'espectre de la clinica del TBI
(O’Connor et al., 2011). Tot i aixi, els models preclinics son essencials per estudiar els
aspectes funcionals, bioquimics, moleculars i cel-lulars associats al TBI (Prieto et al.,
2009). Per tal de valorar cada model cal tenir en compte els seglients aspectes: la forca
utilitzada per induir la lesié ha de ser quantificable, la lesié ha de ser reproduible i ha
de simular el dany observat en humans, i s’ha de poder mesurar la severitat de la lesié
mitjancant proves conductuals, morfologiques, bioquimiques i/o fisiologiques (Prieto

et al., 2009).

24



Per tal d’assegurar que els resultats observats no sén deguts a lI'anestésia o a altres
variables, com la craniotomia, cal utilitzar animals control o sham, que passin per tot el
procés de la intervencié, a excepcié de la lesié (Osier & Dixon, 2016; Prieto et al.,

2009).

2.2.1 Models experimentals de TBI
Entre els principals models animals de TBI es troben |'impacte cortical controlat, el

dany cerebral per percussio de fluids i la caiguda d’un pes.

Impacte cortical controlat (CCI)

El model de I'impacte cortical controlat, o CCl, és un dels més populars i ampliament
utilitzats. Va ser dissenyat per J. W. Lighthall i col-laboradors per induir TBI en fures, a
finals dels anys 80, i uns anys més tard va ser adaptat per Dixon i col-laboradors per
induir TBI en rates. Avui dia s’utilitza en altres espécies animals, com ratolins, porcs i
primats no humans (Osier & Dixon, 2017).

El dispositiu de CCl indueix una lesié a partir d’un impactador solid (pisté pneumatic o
electromagneétic) que impulsa una punta que produeix un impacte sobre la duramater
exposada o en alguns casos directament sobre el crani. El dispositiu de I'impactador
impulsat pneumaticament requereix d’aire comprimit per ser accionat. En canvi, els
dispositius impulsats electromagneéticament no en requereixen (Osier & Dixon, 2017).
Un dels avantatges més notables d’aquest model és que genera un TBI reproduible i
comparable en diferents estudis, ja que permet controlar quantitativament diferents
parametres biomecanics com: la velocitat de l'impacte, la durada d’aquest, la
localitzacio de la lesid, aixi com la seva profunditat. A més a més, va unit a un aparell
estereotaxic que permet tenir I'animal fixat i realitzar lesions perpendiculars o amb
cert angle respecte a I'encefal (Osier i Dixon, 2016). Finalment, es considera un bon
model per a estudiar els canvis a llarg termini associats al TBI, doncs produeix
alteracions croniques i progressives, com la perdua progressiva del teixit i expansio

ventricular, aixi com déficits cognitius (Oiser & Dixon, 2017).
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Dany cerebral per percussio de fluids (FPI)

Conjuntament amb el CClI és un dels models animals de TBI més ampliament utilitzats
(O’Connor, et al., 2011). El dany cerebral es produeix per I'impacte d’un fluid sobre la
duramater. En concret, un tub de Plexiglas que conté una solucid salina es connecta
per un extrem a un cilindre que actua com a transductor i per I'altre, es situa sobre la
duramater, fixant-se al crani mitjancant un tap cimentat. L'alliberament d’un péndol
que impacta sobre el cilindre per I'extrem oposat genera un pols de pressié sobre el
fluid que consequientment causa la deformacié de la duramater exposada. La severitat
de la lesid ve determinada per la intensitat del pols de pressid i es pot variar canviant
I'altura angular del pendol (Prieto et al., 2009; Vink, 2017).

Els principals avantatges d’aquest model sén que es poden induir diferents graus de
severitat de lesid, produeix dany focal pero també dany axonal, i genera déficit en les
funcions motores i cognitives. Tot i aixi, també presenta inconvenients, ja que el dany
tissular produit pel pols de pressié no és directament comparable a un impacte
mecanic en el teixit i, per tant, al dany observat en la practica clinica (O’Connor, et al.,

2011).

Caiguda d’un pes

En aquest model s’utilitza la forga gravitatoria a partir de la caiguda lliure d’un pes, per
a produir un dany focal sobre el crani o la duramater exposada. La intensitat de la lesié
pot variar en funcié de l'altura des d’on es deixa caure el pes (Prieto, et al., 2009).
Aquest model presenta I'avantatge de ser molt senzill i rapid de realitzar. Tot i aixi, no
s’utilitza gaire a causa dels inconvenients que presenta. D’'una banda, hi ha risc de dany
per rebot (Vink, 2017) i d’altra banda, pot donar lloc a una fractura cranial quan el pes

es fa caure directament sobre el crani (Prieto, et al., 2009).

2.2.2 Efectes del TBI

En rosegadors, esta ben establert que el TBI induit mitjancant diferents models (CCl i
FPI), causa alteracions en la memoria espacial en el laberint aquatic de Morris, com
I'increment de la laténcia per trobar la plataforma i/o menor temps en el quadrant

objectiu (Hamm, 1992). En estudis més recents, s’ha pogut observar que aquestes
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deficiencies s’observen també a llarg termini quan s'avalua als animals als 3 mesos
(Titus et al., 2016; Piao et al., 2013) i als 8 mesos (Pottker et al., 2017) després de la
lesid. En versions del laberint aquatic de Morris que avaluaven la memoria de treball,
les rates també seguien mostrant deteriorament cognitiu 4 (Hoskison et al., 2009), i
fins i tot 12 mesos després del TBI (Sell, et al., 2017). En altres proves de memoria
espacial, com el laberint radial de 8 bragos, també s’han observat deficits en rates
quasi 3 mesos després de la lesié (Ko et al., 2018).

El TBI també deteriora la MRO a les 3 setmanes de la lesid, en rates (Jacotte-Simancas
et al., 2015), i als 3 mesos, en ratolins (Piao et al., 2013).

Taib et al. (2017) també han trobat una alteracié en la flexibilitat cognitiva en una
tasca de reversié de I'aprenentatge en el laberint de Barnes, avaluada als 3 mesos de la
lesid. Curiosament, aquest déficit present als 3 mesos després del TBI, no era present
durant I'aprenentatge als 15 dies post-TBI ni tampoc en la reversié de I'aprenentatge al
cap d’'un mes, ni als dos mesos després de la lesid.

Pel que fa a les alteracions motores i vestibulars, els rosegadors lesionats presentaven
alteracions de I'equilibri i menys coordinacié motora que els sham en el Beam Walking
Assay (Sell et al., 2017), i els problemes motors encara es trobaven presents a les dues
setmanes de la intervencid (Budinich, et al., 2013) pero no persistien als 3 mesos (Sell
et al, 2017). En canvi, diverses respostes reflexes que involucren regions
sensoriomotores i talamiques, avaluades mitjancant tests neurologics, es trobaven
alterats al cap de pocs dies de la lesid i encara es mantenien als 6 mesos pero ja no als

12 mesos, suggerint una recuperacié espontania d'aquestes funcions (Sell et al., 2017).

Els estudis amb models animals de TBI han permeés entendre millor la fisiopatologia
associada al dany cerebral, aixi com estudiar I'evolucié temporal dels déficits
conductuals. Perd, a més, permeten investigar possibles tractaments, tant per reduir
els processos de mort cel-lular i inflamacid, com per a incrementar la neuroreparacio
del teixit. Aquests estudis sén especialment importants ja que a dia d’avui els
tractaments sén escassos i d’efectivitat limitada i majoritariament es centren en la fase
aguda del TBI (Carron, Alwis & Rajan 2016). Una de les estrategies en investigacié que
s’ha comengat a estudiar com a possible intervencid per al TBI és I'exercici fisic, doncs

permet reduir el dany secundari mitjangant la neuroplasticitat, ja sigui fomentant la
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supervivencia cel-lular com incrementant la neurogénesi (Cobianchi et al., 2017

Mandolesi et al., 2018).

2.3 Exercici fisic

L'exercici fisic es pot definir com una subcategoria de I'activitat fisica que comporta per
una banda, un moviment planificat i estructurat, proporcionat pels musculs esquelétics
amb I'objectiu de mantenir o millorar I'estat fisic (fitness) i per I'altra, una despesa
energetica (Hotting & Roder, 2013).

L'exercici fisic redueix el risc de patir malalties coronaries, obesitat, diabetis tipus 2,
trastorns psicopatologics com ansietat i depressid, i millora les funcions cognitives

(Wogensen et al., 2015; Spielman et al., 2016).

2.3.1 Tipus d’exercici fisic en models animals

En models animals s’utilitzen principalment dos paradigmes d’exercici fisic: voluntari i
forgat. L'exercici voluntari es realitza normalment en rodes d’activitat, mentre que
I'exercici forcat es pot realitzar en roda forcada, cinta de cérrer o pot consistir en
natacio forcada. Tots dos paradigmes s'assimilen al patré d'exercici huma en diversos
aspectes (Alkadhi, 2018). Tot i aixi, hi ha certa controvérsia pel que fa als efectes
diferencials que poden tenir cadascun d’ells sobre |'estrés. Si bé alguns estudis
mostren que els animals, sans o amb dany cerebral, presenten un augment dels nivells
de corticosterona després de ser exposats a exercici forcat (Liu et al., 2009 ; (Ke, et al.,
2011; Griesbach, et al., 2012), els resultats d’altres estudis no troben aquest efecte,
encara que si un cert increment de la reactivitat emocional (Leasure & Jones, 2008).
També hi ha controveérsia en quant als beneficis aportats per cada paradigma sobre els
nivells de BDNF. Mentre que alguns estudis mostren que tots dos protocols augmenten
el BDNF en I'hipocamp (Alomari, et al., 2013), altres només troben augment en els
animals exposats a exercici voluntari (Griesbach et al., 2012). Aixi mateix, s’ha descrit
gue els animals amb dany cerebral per isquémia sotmesos a exercici forcat
presentaven menys BDNF a I'hipocamp que els animals amb exercici voluntari i fins i

tot que els sedentaris (Ke et al., 2011). Tot i que aquestes diferencies podrien ser
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degudes a l'estrés causat per I'exercici for¢at, en alguns casos també podrien ser

conseqliencia d’'un temps d'exposicid a I'exercici massa limitat.

Roda d’activitat fisica voluntaria

En el paradigma d'exercici voluntari, els rosegadors tenen accés il-limitat, o limitat a
unes hores al dia, a una roda d'exercici fisic i, per tant, poden escollir entre estar
inactius o en moviment, és a dir, s'exerciten de manera autonoma (Wogensen et al.,
2015). Pel que fa al patré d'activitat, esta ampliament descrit que els rosegadors en
captivitat mostren activitat espontania i intensiva en la roda. En rates, aquest patrd
passa per una fase inicial, en qué l'activitat va augmentant progressivament. En el cas
de les rates mascle Sprague-Dawley s’ha vist que hi ha un pic maxim d’activitat a les 4-
5 setmanes que es manté fins les 7-8 setmanes i després decau (Mondon, et al., 1985).
Durant el pic maxim les rates amb més activitat presentaven una mitjana de gairebé 13
km al dia. Tot i aixi, en un estudi s’ha vist que a les 6 setmanes encara pot seguir
incrementant la distancia en la roda d’activitat (Greenwood et al., 2003).

Els rosegadors segueixen un patro circadia, en el que corren durant la fase fosca i amb
el pic maxim entre 1-3 hores després de l'inici de la foscor (Mondon et al., 1985).
Generalment, les variables relatives a la durada, distancia i velocitat sdn enregistrades
diariament. Alguns estudis tenen els animals estabulats individualment, fet que
permet coneixer la quantitat d'exercici realitzada per a cada animal, alhora que
assegura la disponibilitat de la roda, pel fet de no haver de competir per aquesta.
Altres estudis mantenen els animals estabulats en grups. Tot i tenir la limitacié de la
disponibilitat i de dificultar o impedir el registre de les dades individuals d’exercici, els

animals pateixen menys estres degut a l'aillament (Murinova, et al., 2017).

Exercici forgat

En l'exercici forcat, els nivells d'activitat (velocitat, distancia i temps) son limitats
externament, a excepcié de la natacié forcada on només es pot controlar el temps que
I'animal esta nedant a l'aigua. En aquest paradigma, els animals generalment estan
estabulats en grups per tal d’evitar |'estres addicional que suposa l'aillament

(Murinova et al., 2017).
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Cinta de correr (Treadmill)

En la cinta de cérrer el temps, la velocitat i I'angle d'inclinacié o pendent que
determinen la intensitat de I'exercici sén ajustats per I'experimentador (Abreu et al.,
2016). Sovint s'utilitza un xoc eléctric per evitar que I'animal es quedi al final de la cinta
sense correr. Altres estudis utilitzen el contacte amb |'experimentador per evitar I'Us
d’estimulacio aversiva.

Aquest tipus d’exercici requereix un periode d'habituacidé a la cinta, i la distancia i
velocitat van augmentant progressivament fins al limit estipulat per I'experimentador.
El fet que es pugui ajustar la velocitat permet realitzar pautes d’entrenament de

diferents intensitats (Abreu et al., 2016).

Roda forgada

En aquest paradigma, tant la distancia com el temps i la velocitat sén ajustats per
I'experimentador. Igual que el treadmill, permet realitzar pautes d’entrenament de
diferents intensitats. Un avantatge que presenta en comparacio al treadmill és que no

cal estimulacié aversiva per tal que I'animal realitzi la pauta d'entrenament estipulada.

2.3.2 Efectes beneficiosos de I’exercici fisic sobre les funcions cognitives en el dany
cerebral

L'exercici fisic exerceix efectes beneficiosos en les funcions cognitives, tals com:
I'atencio, la memoria, la velocitat de processament de la informacidé i les funcions
executives en persones i animals sans de totes les edats (Tarumi & Zhang, 2014;
Mandolesi et al., 2018; de Sousa et al., 2018); Stimpson, Davison, & Javadi, 2018; Bolz,
Heigele, & Bischofberger, 2015; Cassilhas et al., 2012). A més, redueix el declivi
cognitiu degut a I'envelliment aixi com el risc de patir malalties neurodegeneratives
(Archer et al., 2016; Duzel, Van Praag, & Sendtner, 2016). Per tant, I'exercici ofereix
una estratéegia no farmacologica i no invasiva per a prevenir o tractar el deteriorament
cognitiu de forma economica i aplicable a llarg termini (Alkadhi, 2018; Wogensen et al.,

2015; Morris et al., 2016).
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2.3.2.1 Estudis en humans

Els efectes neuroprotectors de I'exercici fisic també s’han observat després d’un dany
cerebral, ja sigui TBI o isquémia, i de lesions medul-lars (Cobianchi et al., 2017). Per
tant, I'exercici pot ser una bona estrategia terapeutica per a promoure la recuperacio i
la plasticitat, aixi com per disminuir el risc de patir malalties associades a un estil de
vida sedentari que sovint acompanya a les persones que han viscut un TBI (Mossberg,
Amonette, & Masel, 2010). Se sap que periodes perllongats d'inactivitat fisica
deterioren la regulacié cerebrovascular, i les alteracions en el flux cerebral podrien
comportar un declivi en les funcions cognitives (Tan, et al., 2014). En aquest sentit, les
persones amb TBI presenten una reduccié en el fitness cardiorespiratori (Amonette &
Mossberg, 2013) i aquesta reduccid en la capacitat aerobica s'ha associat a una
deficiencia en I'hormona del creixement (GH) (Mossberg, et al., 2008), que presenta
una elevada prevalenca en pacients amb TBI (Kreber, Griesbach, & Ashley, 2016).
Tanmateix, pero, encara sén escassos els estudis que han examinat els possibles
beneficis de I'exercici fisic en pacients amb TBIl. En un d’aquests estudis (Chin et al.,
2015) es va observar que una pauta d’exercici vigords en cinta de cérrer (70-80% HRR)
durant 12 setmanes, 3 sessions de 30 min per setmana, millorava les funcions
executives respecte el nivell basal d’adults joves amb TBIl. Aquestes millores
s'associaven a un augment del fitness cardiorespiratori (VOzpeak). També hi havia un
augment del llindar anaerobic i una disminucié de I'experiencia de fatiga per part dels
participants. Aquestes dades suggereixen que les persones amb dany cerebral adquirit
s'adapten a l'exercici de manera similar a la poblacié general (Chin et al., 2015). En un
altre estudi (Damiano et al., 2016), adults joves i de mitjana edat amb simptomes
cronics a conseqiéencia d’'un TBI, van realitzar entrenament amb bicicleta el-liptica
durant 8 setmanes. Aquest entrenament es va associar a una millora de la funcio
motora (disminucié del temps de reaccié en el control voluntari i autonomic de
I'equilibri) i en la qualitat del son, respecte els nivells basals. En canvi, no es va trobar
cap millora significativa en les funcions cognitives avaluades (atencié, memoria a curt i
a llarg termini) ni en les emocionals (ansietat i depressid). Tot i aixi, en aquest estudi
no es van registrar variables fisiologiques que permetessin estimar la intensitat de

|'exercici realitzat.
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En un altre estudi, nens i adolescents amb TBI lleu, van realitzar dues sessions de 8 min
d'exercici immediat en bicicleta a nivell sub-maxim (sense mesures fisiologiques, a
partir d'una escala d'esforg autopercebut). La primera sessid es realitzava després de 2
dies sense patir simptomes postcommocio (una setmana després del TBI) i la segona,
al cap de 8 dies. Es prenien mesures pre- i postexercici en ambdues sessions. Els
resultats van indicar que dues de les funcions cognitives avaluades empitjoraven
després de I'exercici i també en la segona sessié respecte la primera (processament
d'informacié, presa de decisions). La memoria de treball es mantenia igual.
L'aprenentatge, tot i que en la primera intervencid millorava després de |'exercici, en la
segona empitjorava. Aquest empitjorament a la segona sessid podria estar influit pel
fet que els participants havien tornat a reprendre les activitats escolars i, per tant,
podien presentar més nivells de fatiga. Tot i aixi, els resultats també podrien ser
atribuibles, en part, al fet que els autoregistres de simptomes postcommocié utilitzats
(CogSport SS) no fossin prou acurats o que el temps de recuperacié fos insuficient, ja
que les funcions cognitives dels pacients en condicions de demandes ambientals
estressants encara estaven compromeses (Manikas, et al., 2017). En un altre estudi
realitzat en adolescents que havien patit un TBI lleu i presentaven simptomes
postcommocid persistents (12 setmanes després del TBI), |'exercici fisic millorava
aquesta simptomatologia. En concret, els participants eren sotmesos o bé a un
entrenament aerobic en bicicleta al 80% del nivell capacg d'exacerbar els simptomes o
bé a una intervencioé d'estiraments del cos sencer, durant 6 setmanes. A la setmana 7,
ambdues intervencions milloraven la simptomatologia, tot i que des de la setmana 1 Ia
intervencié d'entrenament aerobic va resultar ser la més efectiva (Kurowski et al.,
2017).

Aixi doncs, si bé I'exercici sembla millorar significativament els simptomes després d'un
TBI lleu, encara no hi ha suficients estudis controlats aleatoritzats que avaluin diferents
aspectes de la pauta del tractament, tals com: moment d’inici respecte a la lesio,
durada, intensitat, etc., per tal de conéixer de forma clara els efectes que té |'exercici
en aquests pacients (Morris et al., 2016; Lal et al., 2018).

Per tant, coneixer la pauta d'exercici que més beneficis aporta a nivell cognitiu en
subjectes amb TBI és un aspecte rellevant per a poder aplicar un tractament eficag

mitjancant exercici fisic.
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2.3.2.2 Estudis en animals

L'exercici fisic voluntari pot revertir el déficit de memoria en models animals de TBI.
Aquests efectes s’han observat en diversos estudis que avaluen les funcions
mnesiques, tant de tipus espacial com no espacial i que utilitzen diferents models de
lesid. En concret, ha mostrat ser eficag per revertir el deficit de MRO induit pel TBI en
rates que han realitzat exercici durant 3 setmanes i I’han iniciat 4 dies després de la
lesio (Jacotte-Simancas et al., 2015). En un estudi de Piao et al. (2013) van observar
que els ratolins lesionats i sotmesos a 4 setmanes d’exercici iniciat a les 5 setmanes
post-TBI milloraven respecte els sedentaris tant en la MRO com en el laberint aquatic
de Morris. Griesbach et al., (2004) també van trobar que en les rates amb accés a roda
d’activitat durant 1 setmana, I'exercici iniciat a les 2 setmanes després de la lesid era
capa¢ de millorar el déficit de memoria espacial en el laberint aquatic de Morris.
També s’ha obervat que I'exercici immediat a la lesié revertia el deficit de memoria en
rates, en altres proves de memoria espacial com laberint de Barnes (Krishna et al.,

2017).

L’exercici forgat en cinta de cdrrer iniciat al dia seglient del TBI i mantingut durant 2
setmanes també va resultar beneficiés en la millora del deficit de memoria espacial
observat a les 3 setmanes post-TBI en rates, en el laberint aquatic de Morris, tant en la
laténcia per trobar la plataforma com en el test de retencié (Shen et al., 2013). També
s’ha vist que aquest tipus d’exercici revertia el deteriorament de la MRO que es
donava després de la lesid quan s’iniciava 2 dies després del TBI i es realitzava durant 2
setmanes (Chen et al., 2013). L’exercici en cinta de cérrer iniciat 3 setmanes post-TBI i
mantingut durant 8 setmanes també reduia les alteracions de memoria espacial en

rates, en altres tasques com el laberint radial de 8 bracos (Ko et al., 2018).

2.3.3 Mecanismes d’accid de I’exercici fisic

S'han proposat molts mecanismes per explicar els efectes beneficiosos de I’exercici
fisic sobre els déficits cognitius i en general la millora del funcionament cerebral. Entre
aquests, I'augment de factors neurotrofics, en especial de BDNF, la reduccié de I'estres

oxidatiu, la reduccié de la neuroinflamacio, la disminucio de I'apoptosi i la millora de la
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perfusié cerebral i de la integritat de la unié neurovascular. Aquests canvis alteren a
nivell molecular i cel-lular vies de senyalitzaci6 que poden influenciar en la
neurogeénesi, angiogenesi i sinaptogenesi i que, en conseqliencia, poden mediar la
millora d’algunes de les deficieéncies cognitives observades (Alkadhi, 2018; Cobianchi et

al., 2017).

2.3.3.1Fitness cardiovascular i augment del flux cerebral

L’exercici aerobic regular millora el fitness cardiovascular (subcategoria del fitness
cardiorespiratori). Aquesta millora s’associa a un increment del volum del flux cerebral
en el gir dentat de I’hipocamp i a una millora de la memoria en humans (Erickson et al.,
2011; Stimpson, Davison & Javadi, 2018). Donat que I'exercici augmenta |’'angiogenesi
en moltes regions cerebrals, incldos I’hipocamp, aquest sembla ser el pas intermediari
entre I'exercici i 'augment del flux cerebral. Aixi, el fitness aerobic millora la perfusid
cerebral via angiogenesi, afectant positivament a I'execucié en tasques cognitives

(Stimpson, Davison i Javadi, 2018).

2.3.3.2 Miocines: del muscul a I'encefal

Encara es coneixen molt poc els factors periferics que fan de mediadors entre el
muscul i el cervell. EI mdscul esquelétic actua com un organ endocri, ja que allibera
moltes proteines anomenades miocines, que poden actuar de manera autocrina,
paracrina i endocrina. En concret, els efectes endocrins permeten la comunicacié del
muscul amb altres teixits i sdn els que promouen els beneficis de I'exercici en altres
parts del cos, entre aquestes, en el cervell (Huh, 2018). Tot i aixi, altres cél-lules
residents en el teixit muscular, com cel-lules endotelials, macrofags, fibroblasts i
cel-lules satel-lit, contribueixen també a la secrecid d’aquestes proteines. Entre
aquestes proteines, es troben citocines, factors de creixement i components de la
matriu extracel-lular (Hoffmann & Weigert, 2018). Amb |'exercici fisic, i en concret amb
la contraccié del muscul esquelétic, s'allibera interleucina-6 (IL-6) a la circulacié
sanguinia des del mateix muscul esquelétic, de manera exponencial, sent aquesta
miocina la primera citocina en alliberar-se en sang amb lI'exercici. La duracié de
I’exercici és el factor més determinant en la magnitud de la resposta sistemica de la IL-
6 (Bente Klarlund Pedersen, 2017). En humans s’ha observat un augment en I'expressio
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d’IL-6 en el muscul esquelétic i un augment d’aquesta citocina en plasma, en
comparaciéo amb els nivells basals, després de realitzar una sessié d’exercici. En canvi,
no es van trobar diferéncies ni en els nivells d’expressié ni de proteina en sang del
factor de necrosi tumoral a (TNFa) (Steensberg et al., 2002).

Per una banda, la IL-6 té un rol en el metabolisme de la glucosa i dels lipids. Es creu
que aquesta miocina és un sensor de I'estat metabolic del muscul i promou el consum
de glucosa i l'oxidacio d'acids grassos, mitjancant la proteina quinasa activada per
adenosina monofosfat (AMP-activated protein kinase, AMPK), en el mateix muscul.
Nivells baixos de glicogen previs a I'exercici augmenten la transcripcié d’IL-6 i IL-8
postexercici, mentre que el consum de carbohidrats previ a I'exercici té I'efecte
contrari. Per altra banda, la IL-6 té un paper en el sistema immune. Tot i que aquesta
citocina es classifica generalment com a proinflamatoria, quan actua com a miocina
(alliberada des del muscul) promou els efectes antiinflamatoris de I’exercici (Huh,
2018). Després de I'exercici, hi ha una reduccié en els nivells sistemics de mediadors
proinflamatoris, i aquest efecte sembla ser que és mediat per diferents mecanismes.
Alguns d’aquests son: l'augment de produccid i alliberament de citocines
antiinflamatories, com la IL-10, la IL-1ra en cél-lules mononuclears sanguinies induides
per la IL-6, la regulacié a la baixa de receptors tipus Toll i la disminucié del perfil
proinflamatori en monocits en sang (Hoffmann & Weigert, 2018). En un estudi
administraven IL-6 en el torrent sanguini en humans, en una dosi similar al nivell
fisiologic trobat en sang després de realitzar exercici. Aquesta administracid, va induir
un increment en els nivells en plasma de IL-1ra, IL-10 i cortisol (Steensberg et al.,
2003). Estudis en animals també han trobat resultats similars. En rates exposades a 7
setmanes en la cinta de correr, es va trobar una reduccio de la citocina proinflamatoria
IL-13 en I'hipocamp en les rates d’exercici, en comparaci6 amb les sedentaries
(Chennaoui, Drogou, & Gomez-Merino, 2008). En un altre estudi, les rates de 6-7
setmanes d’edat, s’exposaven a 10 dies a la cinta de cdrrer a intensitat baixa o alta. Les
analisis es van realitzar al cap d’una hora de I‘Ultima sessid d’exercici i van indicar que
el grup d’alta intensitat presentava un augment en I'hipocamp tant de citocines
proinflamatories, com d’antiinflamatories, TNFo. i IL-10, respectivament, respecte el
grup sedentari. A més, hi havia augment de BDNF en I’hipocamp en comparacio al grup

de baixa intensitat i al sedentari (de Almeida et al., 2013). Aquestes dades en conjunt,
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posen en evidéncia el potencial antiinflamatori de I'exercici en la modulacié del
sistema immune periféric i central (Pedersen, 2009; Hoffmann & Weigert, 2018). Val a
dir que el sistema immune i el SNC tenen comunicacié bidireccional, tot i que el SNC es
considera immunolodgicament privilegiat. S’han proposat tres vies diferents de
comunicacid entre els dos sistemes: la neural, en la que les citocines estimulen fibres
nervioses periferiques, com el nervi vague; I’humoral, en la qual les citocines tenen
accés a l'encefal mitjangant zones on la BHE és més permeable, com els organs
circumventriculars, o mitjangcant transport a partir de les cél-lules endotelials; i la via
cel-lular, en la qual les cél-lules immunes periféeriques, sobretot monocits, migren a les
meninges, als vasos sanguinis cerebrals i en alguns casos al parénquima cerebral
(Miller, Haroon, & Felger, 2017).

Un altre dels factors periférics que s'ha proposat per mediar els efectes de I'exercici en
el SNC és la miocina catepsina B. En un estudi es va trobar que els ratolins que feien
exercici voluntari en roda d'activitat presentaven un increment de catepsina B en
plasma als 14 i 30 dies. D’altra banda, els ratolins knockout per catepsina B, tant si
feien exercici com si estaven en condicié sedentaria, mostraven deficiencies de
memoria espacial en el laberint aquatic de Morris, nivells de neurogénesi més baixos
que els ratolins amb fenotip normal (Wild type) i conducta depressiva en el test de
natacié forgada. Aixi mateix, en humans els nivells plasmatic de catepsina B
augmentaven després de 4 mesos en cinta de cérrer respecte el grup sedentari, i
aquests augments correlacionaven amb un increment del fitness; també es va trobar
correlacié entre els nivells en plasma de catepsina B i una tasca de memoria hipocamp-
dependent, i aquesta correlacidé era dependent de l'increment del fitness. En aquest
estudi també es va comprovar que aquest factor creua la BHE i que I'aplicacié de
catepsina B incrementa els nivells d'expressid genica i proteics de BDNF i els nivells de
doblecortina (DCX), un marcador de neurona immadura (Moon et al., 2016).

Un altre factor que s’ha proposat és el FNDC5. L'exercici estimula tant I'expressié de la
proteina FNDC5 en el muscul (regulada per PCGa), com la seva escissid en irisina. La
irisina s’allibera al torrent sanguini i pot creuar la BHE i induir I'expressié de BDNF en
neurones hipocampals. Per aix0 s’ha suggerit aquesta via PCGo,/FNDC5/BDNF com a

possible intermediaria dels efectes del muscul sobre I'encéfal (Wrann et al., 2013).
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2.3.3.3 Factors neurotrofics i mecanismes de plasticitat

Els efectes neuroprotectors i neuroreparadors de l'exercici estan mediats per la
regulacié a l'alca de molécules relacionades amb la plasticitat neural. S’entén com
neuroproteccié reduir la perdua de teixit i la mort cel-lular causada pel dany cerebral.
En canvi, neuroreparacioé esta relacionada amb processos de plasticitat i neurogénesi.
Per tant, una mateixa moléecula pot exercir simultaniament influéncia sobre aquests
dos processos (Aberg, Brywe, & Isgaard, 2006). Entre aquestes molécules hi ha els
factors neurotrofics, que sén péptids com el BDNF, el IGF-1, el factor de creixement
vascular endotelial (vascular endothelial growth factor 1, VEGF-1) i el NGF (Cotman,
Berchtold, & Christie, 2007; Alkadhi, 2017). La formacid hipocampal, i en concret el gir
dentat, sembla ser l'estructura cerebral que més canvis experimenta a partir de
I'entrenament amb exercici fisic. Val a dir que I'hipocamp és una regié amb molta
plasticitat relacionada amb funcions mnesiques i emocionals (Cotman & Engesser-

Cesar, 2002).

BDNF

En rosegadors exposats a exercici fisic s’ha vist increment del BDNF a I’hipocamp. Es
creu que el BDNF és la neurotrofina que més promou la plasticitat sinaptica i que té
més relacié amb els efectes a llarg termini de I'exercici, ja que és la més ampliament
expressada en el cervell (Phillips, et al., 2014).

La seva expressié depéen de la fosforilacié del factor de transcripcié CREB (cyclic AMP
response element-binding protein) (Stimpson, Davison i Javadi, 2018) i s’estimula amb
I'activitat neuronal excitatoria glutamatergica (Marosi & Mattson, 2014; Foltran &
Diaz, 2016). L’entrada de Ca?* a través dels receptors NMDA i els canals controlats per
voltatge, activa la CaMK i la MAPK, les quals al seu torn activen CREB, relacionat amb la
memoria. Finalment, aquest activa la transcripcié genica del BDNF (Marosi & Mattson,
2014). 1, a la inversa, el factor de transcripcié CREB també s’activa a partir del mateix
BDNF i d’altres factors neurotrofics quan s’uneixen amb els respectius receptors amb
activitat tirosina quinasa, com els receptors de la familia TrK, o en el cas de I'lGF-1, a
partir del receptor factor insulinic tipus 1. Conseqlientment, activen diferents vies de
senyalitzacid intracel-lulars que tenen com a diana molecular el factor de transcripcié

CREB (Minichiello, 2009).
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El BDNF es relaciona amb la supervivencia i diferenciacié neuronal, i la plasticitat
sinaptica (induccié i manteniment de I'Gltima fase de la potenciacid a llarg termini)
(Cotman et al., 2007; Phillips et al., 2014; Baek, 2016), pot prevenir I'apoptosi (Marosi
& Mattson, 2014), i també s’ha associat a la neurogenesi (Liu & Nusslock, 2018). El
cervell és la major font de sintesi de BDNF i I’"hipocamp és la regio cerebral que més

expressié de BDNF presenta (Phillips et al., 2014; Foltran & Diaz, 2016).

El BDNF se sintetitza com a precursor (pre-proneurotrofina) i passa a la forma
immadura (pro-BDNF). El pro-BDNF pot tenir 3 destins diferents: escissié intracel-lular
dins la vesicula i alliberament de BDNF madur (m-BDNF), secreci6 com a pro-BDNF i
escissid extracel-lular mitjancant plasmina o metaloproteases de la matriu, o secrecié
com a pro-BDNF sense més modificacions (Cobianchi et al., 2017: Foltran & Diaz,
2016). Per tant, en el cervell coexisteixen els dos tipus de BDNF, (pro-BDNF i m-BDNF).
La forma immmadura té més afinitat pel receptor P75N™® i la madura pel receptor
tirosina quinasa B (tyrosine receptor kinase B, TrkB) (Cobianchi et al., 2017). L'exercici
fisic augmenta ambdues formes de neutrofines i també I'activitat de I’enzim activador
del plasminogen (tPA), involucrat en la conversié de plasminogen en plasmina (Ding,
Ying, & Gdémez-Pinilla, 2011). Aixi, I'exercici fisic, indirectament, promou més el m-
BDNF.

Els efectes neuroprotectors i neuroplastics del BDNF sén mediats pel receptor TrkB
(Kreber & Griesbach, 2016) que es troba ampliament expressat en les neurones
hipocampals. La unié del BDNF en el receptor provoca la seva dimeritzacié i la
subseqiient autofosforilacid, que resulta en el reclutament de molécules adaptadores
qgue s’hi ancoren i permeten l|'activacido de tres vies de senyalitzacié intracel-lulars
principals, tals com: MAPK/ERK, PI3K/Akt i PLCY. En termes generals, aquestes vies
s'associen a supervivencia cel-lular, diferenciacié neuronal i plasticitat sinaptica. A més,
la MAPK facilita la fosforilacié tant de sinapsina 1 (proteina relacionada amb la
transmissid sinaptica) com de CREB. L'activacié de CREB indueix la transcripcié del gen
bdnf. Per tant, la unidé del BDNF amb el TrkB desencadena la seva propia sintesi
(Kowianski et al., 2018) (Figura 2). El bloqueig de I'expressié de BDNF impedeix els
efectes facilitadors de I'exercici sobre |'adquisicid i retencido de tasques espacials

(Vaynman, Ying, & Gomez-Pinilla, 2004). En canvi, la forma inmadura (pro-BDNF) unint-
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se al receptor P75NR, esta involucrada en processos pro-apoptotics, mitjancant
I'activacid de la via Jun N-terminal Kinasa. Després d'un dany cerebral, P75NR
s'expressa en moltes poblacions neuronals, especificament en cel-lules apoptotiques.
L'equilibri pro-BDNF i m-BDNF és decisiu en condicions fisiologiques i patologiques
(Ding, Ying & Gomez-Pinilla, 2011; Liu i Nusslock, 2018). Tot i aixi, existeixen formes
truncades del TrkB que promouen la diferenciacié de les NSC en glia, alhora que
inhibeixen la neurogenesi i que es troben presents en la cicatriu glial després d'un dany

cerebral (Foltran i Diaz, 2016).

Després d'una Unica sessid d'exercici s'ha vist augment en els nivells periferics de BDNF
en humans sans, tant si I'exercici és aerobic com anaerobic (Babaei, et al., 2014), i
aquest augment és proporcional a la durada. Tot i aixi, l'increment és transitori (Dinoff,
et al., 2017). El nivell basal de BDNF en plasma en atletes retirats de mitjana edat que
seguien fent exercici regular era més baix que en sedentaris, i es va trobar una
correlacié inversa entre el BDNF basal i el fitness aerdbic (VO2max). Aix0 suggereix que
I'exercici cronic genera una adaptacio o regulacié del BDNF, o una millor recaptacié del
BDNF per part de mecanismes centrals (Babei et al., 2014). L'expressié de BDNF a
I’hipocamp també augmenta en rosegadors pocs dies després de l'inici d’exercici fisic
(Molteni, Ying, & Gomez-Pinilla, 2002) i aquest increment es manté durant un temps
després de la seva finalitzacioé (Berchtold et al., 2005). A llarg termini es pot veure un
augment de BDNF i una regulacié a l'alca de I'expressié de TrkB en I'hipocamp, tant si
I'exercici és voluntari com forcat (Liu et al., 2009). A més, aquest increment és
progressiu amb els dies d'exposicio a la roda d'activitat (Adlard, et al., 2004; Berchtold
et al., 2005). Tot i aixi, el mecanisme exacte mitjancant el qual I'activitat fisica té

aquests beneficis no és clar.

Altres factors neurotrofics

A part del BDNF, altres factors neurotrofics com I'lGF-1 sén essencials per mediar els
efectes beneficiosos de I'exercici fisic. L'IGF-1 s’expressa en molts teixits, inclos el
muscul, tot i que a I'encefal es troba limitat a poques regions. En adolescents humans
s’ha trobat que un entrenament de 8 setmanes d'exercici aerobic augmentava els

nivells periferics de BDNF i IGF-1 (Jeon & Ha, 2017). Un estudi realitzat amb
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rosegadors, va trobar que I'exercici augmentava els mecanismes de recaptacioé centrals
de I'lGF-1 present en el torrent sanguini, fet que estimulava I'expressié de BDNF en les
neurones especifiques que I'acumulaven (Carro, et al., 2000). A més, el bloqueig dels
mecanismes de recaptacié central d’IGF-1 inhibia la neurogénesi induida per |’exercici
fisic en I’hipocamp (Trejo, Carro, & Torres-Aleman, 2001). El bloqueig del receptor
d’IGF-1 impedia l'increment de BDNF induit per I'exercici i anul-lava I'efecte de
I’exercici en la retencié de tasques hipocamp-dependents (Ding, et al., 2006). Al seu
torn, el bloqueig de BDNF impedia l'increment d’IGF-1 a I'hipocamp i deteriorava la
facilitacié cognitiva promoguda per I'exercici (Gomez-Pinilla, Vaynman, & Ying, 2008).
Per tant, aquestes dues neurotrofines sembla que estan interrelacionades i
interactuen per mediar els efectes neuroprotectors i neuroreparadors de I'exercici fisic
(Baek, 2016). La uni6 d’IGF-1 amb el receptor IGF-1 activa les vies MAPK/ERK i PI3/Akt,
entre d’altres, involucrades, com s’ha comentat en la plasticitat i la supervivéncia
cel-lular, i també en la proliferacié cel-lular (Figura 2) (Aberg et al., 2006; Nieto-Estévez,
Defterali, & Vicario-Abejoén, 2016). No obstant, a avui dia, es desconeix el mecanisme
exacte pel qual aquests factors neurotrofics activen la proliferacié de les NSC (Nieto-
Estévez, Defterali, & Vicario-Abején, 2016)

Un altre factor neurotrofic, el VEGF és necessari per induir angiogénesi, ja que
augmenta l'activitat mitotica de les cel-lules endotelials. D’altra banda, el seu bloqueig
també disminueix la neurogénesi. Per tant, sembla que el BDNF, I'lGF-1 i el VEGF
treballen conjuntament en la mediacié dels efectes de I'exercici fisic en la neurogenesi

(Baek, 2016).

2.3.3.4 Neurogenesi
En el cervell adult dels mamifers es coneixen dos ninxols neurogénics: la zona
subventricular, associada a processos olfactoris, i la zona subgranular, associada a

memoria i aprenentatge, aixi com a |’estat d’anim (Bonaguidi, Ming, & Song, 2009).

La zona subgranular correspon a una fina capa localitzada entre I'hilus i les neurones
granulars del gir dentat. Aquesta proveeix un medi Unic per a les NSC, doncs permet
tant I'autorenovacié d’aquesta poblacié, mitjancant una proliferacio simetrica, com la

generacié de cél-lules progenitores, a partir d’'una proliferacié asimétrica (Overall, et
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al., 2016). Conseqlientment, les cél-lules progenitores esdevindran o bé cél-lules
granulars generades durant I'edat adulta o bé astrocits. A part de les NSC, en aquest
ninxol també hi ha altres tipus cel-lulars que tenen la funcié de donar suport a la
neurogenesi i a la densa xarxa vascular que esta estretament lligada a aquestes

cél-lules (Gongalves, Schafer & Gage, 2016).

Fins que no arriben a I'etapa de cél-lules granulars adultes, integrades en el circuit
hipocampal, succeeixen molts estadis de desenvolupament intermedis. En primer lloc,
les NSC presenten una morfologia radial (cel-lules tipus 1). Aquestes es poden trobar
en un estat quiescent durant llargs periodes, estat mantingut per un corrent tonic
GABAérgic no sinaptic, proporcionat per les interneurones que expressen
parvalbumina. Quan les NSC s’activen i entren en divisid cel-lular, donen lloc a I'estadi
de proliferacio i generacié de cél-lules progenitores intermedies (cél-lules tipus 2) que
podran tenir un desti neurogenic (cél-lules tipus 2b) o gliogenic (cél-lules tipus 2a). Les
cél-lules progenitores intermédies, a diferencia de les NSC, tenen estadis de
proliferacié limitats. Els inputs sinaptics GABAérgics sobre les cél-lules progenitores
intermedies donen lloc a una diferenciacié neurogenica (cel-lules tipus 2b), i aquestes
cél-lules, al proliferar, es diferencien en neuroblasts (ceél-lules tipus 3), posteriorment
en neurones immadures i finalment en cel-lules granulars madures (Plimpe et al.,
2006; Gongalves, Schafer i Gage, 2016; Catavero, Bao, & Song, 2018). Diferents
molecules, a través de diferents vies de senyalitzacié, modulen la proliferacié de les
NSC i el creixement dendritic de les noves neurones immadures. A partir de la segona
setmana, les noves neurones formen sinapsis amb interneurones locals; en aquest
moment el GABA despolaritza les noves cel-lules, en comptes d’hiperpolaritzar,
fomentant la supervivencia d’aquestes. Les neurones granulars immadures tenen
propietats electrofisiologiques diferents a les neurones granulars madures. En concret,
tenen més facilitat per a la potenciacid a llarg termini (Farmer et al., 2004) a causa de
potencials de més amplitud i d’un llindar d'activaci6 més baix. Conseqlientment, fan
que el circuit neural sigui més sensible als estimuls, contribuint a la millora de les

funcions hipocamp-dependents (Ma et al., 2017).

L’exercici fisic genera un augment en el nombre de cél-lules que proliferen en diferents

poblacions cel-lulars, comengant per les NSC i degut a la proliferacié asimetrica, al seu
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torn, també incrementa la proliferacié de cel-lules tipus 2. Tot i aixi, el mecanisme
cel-lular mitjangant el qual I’exercici fisic genera un augment en la proliferacié encara
no es coneix. S’"han proposat diferents possibilitats que explicarien aquest efecte:
augmentant el numero de cicles de divisid, incrementant la supervivéncia de les
cél-lules que proliferen o induint les NSC quiescents a iniciar el cicle de divisio cel-lular

(Overall et al., 2016).

En models animals, la facilitacié de la neurogenesi hipocampal és un dels efectes més
reproduibles de I'exercici fisic, doncs moltes investigacions aporten dades a favor que
I’exercici augmenta la proliferacid i la supervivencia de les noves neurones formades
en el gir dentat adult. L'augment de noves neurones en I’hipocamp s’ha relacionat amb
la millora de I'aprenentatge i la memoria (Cotman et al., 2007), i en concret, de la
memoria espacial (Ma et al., 2017), i dels processos de separacié de patrons que, de
fet, semblen requerir neurogénesi (Ryan & Nolan, 2016; Vivar & van Praag, 2017). En
canvi, el blogueig de la neurogenesi en el gir dentat adult provoca déficits cognitius en
tasques de memoria espacial i de reconeixement d'objectes. L'efecte de I'exercici fisic
sobre la neurogéenesi es limita Unicament a I'hipocamp, ja que no té efectes sobre el
bulb olfactori (Brown et al., 2003). Addicionalment, I'exercici canvia la morfologia del
gir dentat, mitjangant I'increment en longitud, densitat i complexitat de les espines
dendritiques de les cel-lules granulars dels gir dentat (Liu & Nusslock, 2018). També
augmenta I'angiogénesi i, per tant, millora el flux sanguini cerebral, donant suport aixi

a la neurogenesi (Kreber & Griesbach, 2016).

2.3.3.5 Acci6 antiinflamatoria

La neuroinflamacié és un procés que es ddona durant la fase aguda del TBI, perd també
pot esdevenir cronica (Chiu et al., 2016) i és un dels principals components del dany
secundari. A llarg termini esta associat a malalties neurodegeneratives (Loane &

Kumar, 2016; Karve et al., 2015; Kokiko-Cochran & Godbout, 2018).

En humans s’ha vist que la microglia pot mantenir-se activada anys després del TBI
(Johnson et al., 2013). Aquesta activacié cronica també s’ha descrit en nombrosos

estudis en models animals. La neuroinflamacié promou processos de
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neurodegeneracio, expandint la cavitat de la lesid, la pérdua de neurones i de mielina a
llarg termini, entre 2 mesos i un any després del TBI (Piao et al., 2013; Acosta et al.,
2013; Glushakova, Johnson, & Hayes, 2014; Loane, et al., 2014). També s’ha trobat que
la neuroinflamacié cronica, i en concret els mediadors proinflamatoris associats a la
microglia classicament activada o M1, té un efecte negatiu sobre la neurogénesi

hipocampal (Ryan & Nolan, 2016).

L'exercici fisic pot exercir efectes antiinflamatoris, essent aquest un dels mecanismes
pels quals I'exercici compensaria la reducci6 de la neurogénesi i milloraria el
funcionament cognitiu en animals amb inflamacié cronica relacionada amb
I’envelliment, malalties neurodegeneratives, TBI, etc (Ryan & Nolan, 2016). Aixi, tal
com ja s’ha mencionat préviament (apartat 2.3.3.1), I'exercici fisic agut i regular en
humans i animals sans redueix els nivells de mediadors proinflamatoris periferics i
augmenta els nivells de mediadors antiinflamatoris (Spielman et al., 2016). Es
d’esperar que aquest efecte antiinflamatori també tingui lloc en el TBI, i alguns treballs
experimentals aixi ho corroboren. Per exemple, Piao et al. (2013) van trobar que, en
ratolins, I'exercici voluntari iniciat 5 setmanes després d’un TBI reduia la resposta
inflamatoria en I’hipocamp (disminuint els nivells de citocines proinflamatories IL-1f i
dels marcadors de M1 (galectina-3 i C1gB) i incrementant la citocina antiinflamatoria
IL-10. També augmentava el nimero de noves neurones formades durant |’exercici
fisic i reduia la cavitat de la lesié. Aquests canvis anaven acompanyats d’una millora en
I’execucid en el laberint aquatic de Morris i la MRO (Piao et al., 2013). En un altre
treball, els ratolins amb lesiéd sedentaris presentaven un augment progressiu de la
microglia dels 9 als 16 dies (no es va mirar més enlla en el temps), i I’exercici iniciat als
dos dies de la lesié reduia tant la mort neuronal en el cortex i 'hipocamp com la

microglia reactiva (Chen et al., 2013).

El TBI s'associa amb una regulacid a l'al¢a de la neurogénesi hipocampal durant la fase
aguda, mitjancant un increment en la proliferacié de les NSC (Wang, et al., 2016) pero
les noves neurones immadures generalment no sobreviuen, degut en gran part a la
neuroinflamacié (Ryan & Nolan, 2016). Per aix0, |'exercici sembla una bona estratégia
per promoure la neurogenesi després del TBI (Jacotte-Simancas; 2015; Piao et al.,

2013).
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2.3.4 Influéncia de les pautes d’exercici fisic sobre els seus efectes beneficiosos

Encara que en general I'exercici fisic s’associa a efectes neuroprotectors i
neuroreparadors, també és cert que aquests efectes varien en funcié de diferents
variables com el tipus, la intensitat, la durada i les pautes temporals de realitzacié de

I'exercici (Alkadhi, 2017).

2.3.4.1 Pautes temporals

Interrupcid de I'exercici fisic

Diversos estudis en rosegadors sans han mostrat que la interrupcié de I'exercici pot
suposar la pérdua dels seus efectes beneficiosos i, fins i tot, pot exercir un efecte rebot
negatiu (Radak et al., 2006; Nishijima et al., 2013; Nishijima et al., 2017), encara que
aix0 depén del temps transcorregut des del moment de la interrupcié. Per exemple,
després d’una interrupcid curta d’una setmana, tant els nivells de BDNF en I'hipocamp
com l'adquisicié (perd no la retencid) d’'un aprenentatge en un laberint radial aquatic,
seguien sent més elevats en ratolins que havien fet exercici que en animals sedentaris,
mentre que els nivells de BDNF hipocampal anaven disminuint progressivament, fins
gue a partir de les 2 setmanes d'interrupcié ja no diferien dels del grup sedentari
(Berchtold et al., 2005; Berchtold et al., 2010). Aixi mateix, Kim, et al. (2013) van
observar que I'execucié en un laberint radial era pitjor en ratolins que havien deixat
I’exercici en natacié forcada quatre setmanes abans; aquests animals ja no mostraven
cap increment de BDNF. També en rates els efectes beneficiosos de I'exercici fisic
sobre la MRO s’esvaien després de 2 setmanes d’interrompre I'exercici (Hopkins,
Nitecki & Bucci, 2011). Contrariament a aquests resultats, rates que portaven 6
setmanes d'interrupcié seguien mostrant nivells més alts de neurogénesi que les
sedentaries, tot i que aquest increment era inferior al de les rates que només portaven
1i 3 setmanes d’interrupcio. Ara bé, I'augment de noves neurones només es mantenia
en animals que havien estat entrenats en una tasca hipocamp-dependent, en
comparacio als que realitzaven una tasca no hipocamp-dependent (Motta-Teixeira, et
al., 2016). En canvi, en altres experiments en qué el periode d'interrupcié era de 8

setmanes, fins i tot s'observava un efecte rebot negatiu, amb nivells de BDNF i NGF
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(Radak et al., 2006) i de neurogenesi (Nishijima et al., 2013) més baixos que en els
animals sedentaris. La interrupcié de I'exercici fisic no va tenir cap efecte sobre altres

beneficis com la reduccié en el nivell de radicals lliures (Radak et al., 2006).

Moment d’inici respecte a la lesié

El moment concret en queé s’inicia I'exercici fisic després de la induccié de dany cerebral
podria ser un parametre molt rellevant, en el sentit que sembla haver-hi una finestra
temporal terapéutica concreta. Diferents estudis realitzats en el grup de Grace S.
Griesbach mostren que un inici prematur després de la lesid podria interferir en la
resposta de compensacié endogena, i que el moment d'aquest inici sembla dependre
del grau de severitat de la lesié. En concret, |'exercici produeix un increment en la
demanda metabolica en un moment en qué el cervell esta energéticament
compromes. Aquests estudis es centren en un model de FPI en rata i accés il-limitat a la
roda d’activitat. En un primer estudi, les rates tenien accés a la roda durant 6 dies, amb
inici a diferents temps: agut (dia O post-TBI) i demorat (dia 14 post-TBI). Al final de
I'experiment les rates passaven per un entrenament en laberint aquatic de Morris. El
grup demorat presentava un augment de BDNF, respecte el grup sedentari en els dos
hemisferis. En canvi, I'exercici agut disminuia la plasticitat en comparacié al grup
sedentari, amb reduccions de BDNF a I’hemisferi contralateral i de p-sinapsina | a
I'ipsilateral. Pel que fa a la memoria, les rates d’inici agut necessitaven més temps per
trobar la plataforma que les sedentaries, mentre que el grup demorat no diferia dels
subjectes sham (Griesbach, et al., 2004). En aquest sentit, en un altre estudi es va
trobar que el grup d’inici immediatament després de la lesid presentava nivells
inferiors de p-CREB, CAMKII, MAPKI i MAPKII respecte al sedentari, la qual cosa
déna d'aquests marcadors després d'un dany cerebral (Griesbach, et al., 2004). En un
darrer estudi, on produien dues severitats de lesid (lleu i moderada) amb tres temps
diferents d’inici postlesié (dia 0, dia 14 i dia 30), les rates amb lesid lleu que iniciaven
I'exercici al dia O presentaven nivells de BDNF equiparables als de les sedentaries. En
canvi, si iniciaven |'exercici al dia 14, el BDNF augmentava respecte a les sedentaries.

D’altra banda, en les rates amb una lesid6 de severitat moderada els increments de
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BDNF només s’observaven quan iniciaven I'exercici al dia 30. Es a dir, com més severa
era la lesid, més demora es requeria per tal que I'exercici exercis efectes beneficiosos
(Griesbach et al.,, 2007). Un altre estudi que dona suport a l'evidéncia d’aquesta
finestra terapéutica en I'exercici voluntari va mostrar que els ratolins que iniciaven
I'exercici al cap d'una setmana del CCl tenien una cavitat de lesi®6 més gran, menys
neurogenesi, més microglia activada i marcadors proinflamatoris, major disminucié de
gens associats a plasticitat (IGF-1, BDNF i CREB), pitjor execucié en memoria espacial
en el laberint aquatic de Morris i en una tasca de MRO que els ratolins amb lesié que
iniciaven l'exercici al cap de 5 setmanes del CCl (Piao et al.,, 2013). En un altre
experiment, les rates que feien 8 setmanes d’exercici en cinta de cérrer comengant
amb una demora de 3 setmanes post-TBI, mostraven una millora en una tasca de
memoria espacial en el laberint radial de 8 bracos, en comparacié als animals amb lesié
en condicié sedentaria. Val a dir que en aquest estudi, les rates amb TBI sedentaries
presentaven una regulacié a l'alca de I'expressié de BDNF a I’hipocamp 11 setmanes
després de la lesid, i en conseqiiéncia també mostraven un augment de I'expressié de
TrkB i de la ratio p-CREB/CREB. Lexercici va ser efica¢ per regular I'expressié de BDNF i
de p-CREB/CREB al nivell de rates sham, amb o sense exercici, alhora que va reduir el

numero de cél-lules caspasa 3 positives (Ko et al., 2018).

Contrariament, en un altre estudi es van obtenir resultats oposats. Precisament els
ratolins que iniciaven I'exercici als 9 dies de la lesid, en un model d’impacte sobre el
crani, no mostraven record de I'objecte familiar en la MRO. En canvi, en els ratolins
gue iniciaven I'exercici en cinta de cérrer als dos dies, si es revertia el déficit de
memoria (Chen et al.,, 2013). També en altres treballs en qué els animals inicien
I’exercici voluntari el mateix dia de la lesio, el tractament ha resultat capag de revertir

el deficit de memoria espacial (Wu, Ying, Gomez-Pinilla; Krishna et al., 2017).

S’han trobat resultats similars amb models preclinics d'isquémia en rates. Aixi,
I’exercici forcat iniciat el mateix dia de la lesié donava lloc a nivells més elevats de mort
cel-lular apoptotica, d'activitat NOX, d'espécies reactives d'oxigen, de lactat cerebral i
de transportadors de glucosa, i tenien una cavitat de lesid més gran, aixi com nivells

inferiors d'ATP que les rates sedentaries. En canvi, quan |'exercici s’iniciava als 3 dies,
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disminuia el lactat i el transportador de glucosa Glut-3 i la mort apoptotica (Li, Geng, et
al., 2017a; Li, et al., 2017b; Shen et al., 2016). Cal dir pero, que en altres estudis no

s’han trobat aquests efectes.

2.3.4.2 Intensitat, quantitat i durada de I’exercici

Els efectes beneficiosos de I'exercici sobre les funcions cognitives semblen ajustar-se a
una corba en forma d’U invertida, suggerint que intensitats molt baixes o massa
elevades poden no ser beneficioses (Alkadhi, 2017). Ara bé, la quantitat, intensitat i
durada d’exercici optims per donar lloc a efectes beneficiosos sobre el teixit neural i la
cognicié podrien ser diferents en animals i persones sans que en subjectes amb dany
cerebral. Se sap, per exemple, que després d’un TBI el rendiment aerobic disminueix
degut a canvis en les respostes fisiologiques a I'esforg fisic. Per aixd és habitual que les
persones amb TBI tinguin limitacions cardiovasculars i pulmonars que es posen de
manifest en activitats de resisténcia. Degut al baix fitness respiratori, la fatiga

incrementa (Mossberg et al., 2010).

D’altra banda, el terme intensitat requereix una clarificacid conceptual, doncs cal
diferenciar-lo del concepte quantitat d'exercici. Les variables utilitzades per a mesurar-
la depenen de mesures fisiologiques com, per exemple, el consum maxim d'oxigen
(VOgzpeak) 0 el llindar de lactat (Sit), i permeten determinar la transicié d'un rendiment
aerdbic a un d'anaerobic. En concret, el llindar de lactat s'estableix a partir del moment
en que el lactat s'acumula en la sang, ja que a partir d’una determinada velocitat, el
cos ja no pot convertir el lactat en energia, és a dir, el metabolisme aerobic és
insuficient. En aquest context, es deteriora la funcid muscular donat que disminueix la
contraccio i conseqientment es genera fatiga. En resum, aquests parametres ens
permeten coneixer el rendiment o fitness aerobic, i predir I'increment de resisténcia
que es dona quan l'entrenament té un augment progressiu de velocitat (Abreu et al.,
2016). En canvi, la quantitat d'exercici fa referéencia al temps diari invertit a fer exercici
fisic i no precisa de mesures fisiologiques, ja que no depén de la intensitat o de

I'increment de velocitat.
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En models animals d'exercici fisic no és habitual utilitzar els parametres usats en
humans en relacié al rendiment aerobic (VO2peak), €n part, degut a l'alt cost que
suposen. | pel que fa al llindar de lactat, perqué es considera una técnica invasiva,
doncs requereix treure mostres de sang repetidament durant el test d'increment de
velocitat. Alguns estudis utilitzen la resposta de fatiga per considerar que I'exercici és
d'alta intensitat, com per exemple, quan |'animal ja no respon a l'estimulacio electrica
en la cinta de cérrer (Sun et al.,, 2017). Per raons oObvies, aquesta mesura no és

adequada per valorar la intensitat de I’exercici voluntari.

Val a dir que no només intensitats elevades en termes de velocitat podrien ser
excessives per obtenir beneficis de I'exercici fisic, siné també el temps acumulat per

dia.

Estudis en persones i animals sans

En humans s'ha comprovat que a curt termini, una pauta d'intensitat alta d'exercici pot
ser tan o més beneficiosa que una pauta moderada per millorar la funcié cognitiva. Un
estudi realitzat amb homes joves posa en evidencia que les dues pautes d'exercici agut
(moderada i alta) milloraven les funcions executives de manera immediata, pero la
pauta d'alta intensitat les potenciava durant més temps que la pauta moderada, ja que
amb aquesta ultima es retornava als nivells previs a I'exercici en els seglients 30 min
(Tsukamoto et al., 2016). En un altre estudi, realitzat amb participants d'edat avancada
que feien exercici aerobic durant 26 setmanes, distribuits en 3 nivells d'exercici (75
min/setmana, 150 min/setmana i 225 min/setmana) es va veure que la millora
cardiorespiratoria era dosi-dependent, i aquesta variable mediava la relacié dosi-
resposta entre la durada de I'exercici i la millora en el processament visuoespacial. Es a
dir, quant més temps d'exercici feien a la setmana, millor rendiment cardiovascular
tenien i millor processament visuoespacial mostraven els participants. En canvi,
I"atencio simple millorava en tots els grups d'exercici, independentment de la quantitat
setmanal. Les altres variables cognitives analitzades com la memoria verbal i el
raonament milloraven en tots els grups, inclos el sedentari, indicant que hi havia un

efecte d'aprenentatge o practica (Vidoni et al., 2015).
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En el nostre laboratori hem constatat que I'exposicio a llarg termini a la roda d’activitat
amb accés il-limitat en rates sanes, pot comportar I'increment progressiu en la
distancia diaria recorreguda i, per tant, donar lloc a un alt nivell d’exercici total que
podria no tenir els efectes beneficiosos esmentats. Aixi, rates amb alts nivells d'exercici
no mostraven record de I'objecte familiar en la MRO, mentre que rates amb nivells
més baixos d'exercici si en mostraven (Garcia-Capdevila, et al., 2009). Altres
investigadors han vist que una pauta d'alta intensitat en cinta de cérrer (mesurada a
partir dels nivells de lactat en sang) no és tan beneficiosa com una pauta moderada,
encara que no suposi un nivell d'estres més elevat. En concret, els ratolins que seguien
una pauta d'intensitat alta tenien uns nivells de neurotrofines (BDNF, VEGF i IGF-1) i
una execucid en una tasca de discriminacié espacial, equiparables a la dels ratolins
sedentaris. En canvi, els ratolins que seguien una pauta moderada si que presentaven
majors nivells de neurotrofines i una millor execucié en la tasca. En relacié a la
neurogénesi, la pauta moderada promovia la proliferacid, supervivéncia, diferenciacid i
migracid, mentre que la pauta intensa, només contribuia a la diferenciacio i la migracié
(So et al., 2017). Encara més, una pauta d'alta intensitat d'exercici en cinta de cdorrer
(fins que els animals es fatigaven i no responien a |'estimulacié eléctrica) suprimia la
induccio i el manteniment de la LTP en I'hipocamp i deteriorava la memoria espacial en
el test d'evitacié activa en un laberint en Y. Sembla ser que la fatiga i una resposta
elevada d'estrés augmentarien els nivells hormonals i de citocines que activen la
microglia i els astrocits. Al seu torn, les cel-lules glials augmentarien encara més els
factors proinflamatoris i es donaria una regulacié a l'al¢ca de la fosforilacié de diverses
MAPK (JNK/p38/ERK) en I'hipocamp, sent aquestes quinases clau per a la supervivencia
cel-lular i probablement involucrades en la resposta d'inflamacié i deteriorament de la
plasticitat sinaptica (Sun et al., 2017). Un estudi que també aplicava dues pautes
d'exercici: moderada (per sota el llindar de lactat) i alta (per sobre el llindar de lactat)
en cinta de cdrrer, també va obtenir resultats en la mateixa linia. En concret, les dues
pautes promovien la proliferacid, tot i que només en la pauta moderada hi havia una
major supervivéncia i maduracié, en comparacid als animals sedentaris. Aquestes
diferéncies s'associaven negativament als nivells de corticosterona. Els animals d'alta
intensitat presentaven nivells més alts de corticosterona que els animals del grup

control i el grup moderat. Es a dir, la neurogénesi es veia parcialment inhibida pels
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nivells d'estrés en el grup d'alta intensitat (Inoue et al., 2015).

Donat que 'accés il-limitat a la roda d’activitat pot generar un augment del temps diari
d’exercici en rosegadors, cal tenir en compte el periode de temps amb accés a la roda
o durada d’exercici que tenen els animals. En aquest sentit, Nguemeni et al., (2018)
van comparar els efectes de diferents pautes temporals d’accés a una roda d’activitat,
que diferien tant en numero de dies (14 o 30) com en numero d’hores d’accés diari
(accés il-limitat o accés limitat a 3 periodes de temps diaris). Les rates que corrien
durant 14 dies amb accés diari poc limitat presentaven nivells més alts de neurogénesi
en el gir dentat (degut a un augment de cél-lules BrdU+) que les d'accés limitat a
poques hores. En canvi, les rates que corrien durant 30 dies i tenien accés a roda més
hores al dia presentaven nivells de supervivéncia cel-lular tan baixos com el grup
sedentari, mentre que els grups amb accés limitat a poques hores al dia, tenien nivells
més alts que els altres grups. Val a dir que l'efecte de I'exercici es restringia a un
augment de la supervivencia perd en canvi, no incrementava la diferenciacié
d’aquestes noves cél-lules en neurones (Nguemeni et al., 2018). En un altre estudi
també es va trobar que les rates espontaniament hipertenses amb accés il-limitat a
roda voluntaria a llarg termini (24 dies) presentaven menys proliferacid en la zona
subgranular que les rates sedentaries. En canvi, les rates que corrien a curt termini (9
dies) presentaven més proliferacié i més pCREB que les rates d'exercici a llarg termini i
les sedentaries. Aquest efecte semblava estar mediat per una activacié cronica de |'eix
HPA, ja que les rates que corrien a llarg termini tenien glandules suprarenals més grans
i més corticosterona en plasma que les rates que corrien a curt termini i les
sedentaries. Ara bé, els efectes negatius d’'una exposicié prolongada a I'exercici sobre
la proliferacid i la resposta d’estrés es podien prevenir si es limitava I'accés a la roda a
6 km al dia (distancia que corria el grup a curt termini). Tot i aixi, les rates amb accés
limitat no presentaven un nivell major de proliferacié que les sedentaries (Naylor,
Persson, Eriksson, Jonsdottir, & Thorlin, 2005). Tanmateix, Campbell, et al., (2009) van
trobar que la hiperactivacié de I'eix HPA que s’observava dues setmanes després de
Iinici de I'exercici havia retornat als nivells dels animals sedentaris després de 56 dies.
Pel que fa al BDNF, en un altre estudi es va trobar que les rates que tenien accés

limitat a dies alterns a la roda d'activitat presentaven un augment gradual més lent de
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BDNF a I'hipocamp, en comparacié a les rates que tenien accés diari il-limitat

(Berchtold et al., 2005).

Els efectes descrits en relacié a la durada de I'exercici fisic voluntari podrian estar
mediats per la quantitat i intensitat diaria d’exercici. De fet, en estudis d’exercici
voluntari en roda d’activitat sovint resulta molt dificil separar els possibles efectes de
la quantitat d’exercici diari dels de la durada del mateix. El motiu d’aix0 és que els
rosegadors amb accés il-limitat i a llarg termini a rodes d’activitat tendeixen a
augmentar progressivament la distancia diaria recorreguda fins assolir nivells que
podrien deixar de ser els optims. Per tant, els efectes no tan beneficiosos o fins i tot
perjudicials de temps prolongats d’exercici voluntari podrien ser atribuibles a un

augment de la quantitat d’exercici diari (i no a un augment dels dies d’exercici).

Estudis en persones i animals amb dany cerebral

En models animals de TBI també s'ha vist que una intensitat moderada-alta en cinta de
correr no revertia el deficit de memoria espacial, mentre que una pauta lleu-moderada
si que millorava I'aprenentatge i augmentava els nivells de neurotrofines respecte el

grup sedentari (Shen et al., 2013).

L'efecte de la intensitat de I'exercici en animals amb dany cerebral adquirit s’ha
estudiat més en models d’isquemia. Per exemple, Pin-Barre i col.laboradors (2017) van
trobar que les rates lesionades que presentaven més reversio de deficit motor eren les
gue passaven per la condicié d'intensitat més alta d’exercici, en comparacié a una
d’intensitat moderada (Pin-Barre, et al., 2017). Addicionalment, el grup d'alta
intensitat tenia menys microglia ameboide, menys citocines pro- i antiinflamatories,
tant en la regié que envolta a la lesid, com en I'hemisferi contralateral, en comparacid
al grup moderat, encara que no es van trobar diferéncies en el percentatge de teixit
perdut. Tanmateix, hi ha certa controversia en la intensitat més adequada en models
cerebrals d'isquémia. Aixi, en un altre experiment, les rates que entrenaven amb una
intensitat baixa (8m/min) presentaven una millora del deficit de memoria espacial en
el laberint aquatic de Morris, i a més, presentaven nivells més alts de BDNF i de

proteines sinaptiques (sinapsina i PSD-95) en I'hipocamp, comparat amb les
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sedentaries. En canvi, en el grup d'alta intensitat (20m/min), aquesta pauta no només
no permetia una millora en el deficit de memoria produit per la lesid, sind que
presentava nivells més elevats de corticosterona en sang que els sedentaris (Shih,
Yang, & Wang, 2013). Resultats similars es van obtenir en un altre estudi, en el que es
va veure que les rates que entrenaven a baixa intensitat, presentaven reversié dels
deficits de MRO i de memoria de memoria espacial, mentre que les que entrenaven a

alta intensitat, no (Shimada et al., 2013).

2.4  Memoria de Reconeixement d’Objectes (MRO)

La memoria declarativa es defineix com la memoria conscient de fets i esdeveniments
que pot ser dividida en memoria episodica i memoria semantica (Winters, Saksida, &
Bussey, 2008). Una de les maneres més utilitzades per estudiar la memoria episodica
és mitjancant la memoria de reconeixement (Squire, Wixted, & Clark, 2007). Aquesta
és la capacitat de saber si un esdeveniment o estimul ha sigut experimentat
previament. Segons la teoria de processos duals (Wixted, Mickes, & Squire, 2010),
aquest tipus de memoria es basaria en dos components: la familiaritat de
I'esdeveniment/estimul (la consciéncia d'haver presenciat |'estimul sense accés a la
informacié contextual sobre aquest) i el record o evocacié (informacié contextual
espacial o temporal relativa a aquest) (Balderas, Rodriguez-Ortiz, & Bermudez-Rattoni,

2015).

En animals, el record episodic fa referéncia a la recuperacié de la informacié respecte a
“on” va tenir lloc I'esdeveniment, “qué” va succeir i “quan” es va donar aquest
(Clayton, Salwiczek, & Dickinson, 2007). Mitjancant diferents variants de la tasca de
MRO, s’ha vist que els rosegadors poden codificar aguests components de la memoria
episodica quan s’avaluen separadament (Jurado-Berbel, et al., 2010). A aquesta
habilitat se 'anomena memoria de tipus episddic ja que en animals no és possible
saber si va acompanyada d’un record conscient (Clayton et al., 2007). La MRO és una
de les tasques més utilitzades per mesurar la memoria de reconeixement en
rosegadors. La MRO avalua la capacitat de saber si un objecte s'ha presenciat

III

préviament i, per tant, permet diferenciar entre “nou” i “vell”. Aquesta tasca es basa
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en I'exploracid diferencial de dos (o més) objectes, un d’ells no presentat préviament,
ja que els rosegadors presenten una tendencia espontania per explorar els estimuls
novedosos (Kealy & Commins, 2011). Amb aquesta finalitat, es realitza una primera
sessio d’adquisicid (adquisicid de la familiaritat de I'objecte), mitjangant la presentacié
de dos (o més) objectes, seguit d’'una fase de demora i posteriorment un test (o més)
de retencié, on almenys un dels objectes presentats és nou (Warburton & Brown,
2015).

L’entrenament en MRO pot presentar moltes variants. Hi ha estudis que inclouen una
sessio de neofobia (o habituacié a la preséncia d’objectes novedosos) i altres que no.
Pel que fa la fase d'adquisicio, es pot fer amb dos objectes idéntics o dos diferents.
També el temps de demora entre la fase d’adquisicio i la de retencié pot variar molt
entre experiments modificant aixi el gradient mnésic. | es pot fer un Unic test o més
d'un. Addicionalment, es pot canviar la localitzacid de |'objecte familiar, fet que
incrementa la carrega espacial de la tasca, introduir un component de recencia
(memoria temporal), etc. Tot i aixi, les sessions d’habituacid previes a la sessid
d’adquisicié sén necessaries per tal que es doni exploracid dels objectes i per tant, per

la formacié de la memoria (Tanimizu, Kono, & Kida, 2017).

Bases neurals

Les estructures que formen el lobul temporal medial dels mamifers (hipocamp i
escorces perirhinal (PRhc), entorhinal i parahipocampal -postrhinal en rata-) sén les
principals en mediar els processos de memoria declarativa (Winters et al., 2008).

Tot i que hi ha controvérsies en relacio al paper que hi juguen en la MRO aquestes
estructures cerebrals, en general esta acceptat que una d’elles seria la PRhc. Aquesta
estructura, sembla que té un rol dual, doncs participa tant en processos de memoria
de reconeixement com en processos de percepcid. Lesions a la PRhc afecten ala MRO i
a la discriminacié visual (Bartko, et al., 2007; Winters et al., 2008; Miranda &
Bekinschtein, 2018).

En rosegadors, les neurones de la PRhc alteren la freqiiencia de potencials d'accié
davant un objecte, formant un “camp d'objecte”, i aquesta taxa és major quan
I'objecte és nou i va disminuint a mesura que aquest es presenta repetidament

(Miranda & Bekinschtein, 2018). Per tant, la PRhc sembla important per a la deteccio
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de la novetat i per a la representacié dels objectes, sent aquest un pas necessari per a
la MRO. Pel que fa a les funcions mneésiques, desconnexions temporals de la PRhc
mitjangant infusions de lidocaina abans de la fase d'entrenament impedeixen
I'adquisicié de la MRO, independentment de la demora entre fases, suggerint que la
lesid esta impedint la codificacid de la representacid perceptual de I'objecte. Quan la
lidocaina s'administra just abans de la fase retencid també deteriora la MRO
independentment del temps de demora, fet que indica que la PRhc també esta
involucrada en el record, a part del seu rol en la codificacié i en la representacio
perceptual (Winters et al., 2008). Conseqglientment, es considera que té un paper
essencial en la MRO (Kealy & Commins, 2011). Un altre estudi va mostrar que la PRhc
era critica per a la consolidacié de la MRO quan els objectes eren similars i per tant,
guan es generaven memories solapades, pero no quan eren diferents. En concret, tant
si es bloquejava I'expressié de BDNF com de la sintesi proteica en la PRhc deterioraven
la MRO a les 24 h, perd no a les 3 h, i només quan els objectes eren similars (Miranda

et al.,, 2017).

La PRhc és una escorca d’associacido que estableix multiples connexions reciproques
amb diferents regions de I'escorca temporal medial, inclosa la formacié hipocampal,
de l'escorca prefrontal medial i d’escorces sensorials, entre d’altres; també té
comunicacié bidireccional amb estructures subcorticals com el talem i I'amigdala
(Keally & Comins, 2011). Pel que fa a la implicacié de I'hipocamp en la MRO hi ha certa
controversia, doncs alguns estudis I'avalen i altres no (Warburton & Brown, 2015).
Estudis mitjancant gens d’expressié immediata (immediate early genes, IEG) i
electrofisiologia mostren que tot I'hipocamp presenta un cert nivell d’activitat en la
MRO, per0 se suggereix que aquesta estructura estaria més implicada en altres
aspectes com l'ordre temporal o la disposicid espacial dels objectes que en Ia
familiaritat (Kealy & Commins, 2011). D’aquesta manera, petites diferencies en
I"administracié de la tasca semblen donar lloc a una major o menor implicacié de la
formacié hipocampal (Warburton & Brown, 2015). Per tant, sembla ser que hi ha certa
dissociacié de funcions entre diferents estructures del lobul temporal en la MRO. En
general, es considera que la PRhc seria clau per la familiaritat, mentre que I’hipocamp

ho seria pel record, és a dir, per la informacié contextual (Cohen & Stackman, 2015).
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Les interaccions de I'hipocamp amb la PRhc permeten I'aprenentatge associatiu entre
objecte i lloc. D’altra banda, el cortex prefrontal medial sembla que també esta
involucrat en I'associacid objecte-lloc i integrant la informacié contextual espacial que
rep d’altres regions (Barker, et al., 2007). Per tant, I'"hipocamp, I'escorca prefrontal
medial i la PRhc formen part d’un sistema neural en el que es dona associacio entre els
items i el context (Vann & Albasser, 2011).

Pel que fa a la disciminacié tactil dels objectes, sembla que hi participen altres

estructures com el cortex parietal posterior (Vann & Albasser, 2011).
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EXPERIMENT 1







3. EXPERIMENT 1

Aquest experiment ha donat lloc a la seglient publicacié:

Amords-Aguilar, L.; Portell-Cortés, I.; Costa-Miserachs, D.; Torras-Garcia, M.; Coll-
Andreu, M. (2015). Traumatic brain injury in late adolescent rats: Effects on adult
memory and anxiety. Behavioral Neuroscience, 129(2): 149-159.

http://psycnet.apa.org/doi/10.1037/bne0000046

D’acord amb els resultats obtinguts en un experiment previ (Jacotte-Simancas et al.,
2015), els quals ens mostraven que el nostre model de lesié induia un déficit en la
MRO a les 3 setmanes, I'Experiment 1 es va dissenyar per comprovar que aquests

efectes se seguien mantenint a més llarg termini.

Els objectius especifics de I'Experiment 1 van ser comparar I'efecte del TBI als 21 dies i

als 42 dies de la lesio, sobre:

1) La memoria, mitjancant la tasca de MRO, tant a curt termini (3 hores), com a

llarg termini (24 hores)
2) La reactivitat emocional, mitjancant el Laberint Elevat en Creu (LEC)
3) L'exploracié i I'activitat locomotora

4) Diverses mesures macroscopigues de la lesid

3.1 Meétodes

Etica i benestar animal

El procediment experimental dut a terme en aquesta investigacio s’ha realitzat seguint
la normativa vigent de la Unid Europea referent a les disposicions legals, de reglament
i administratives respecte la proteccid dels animals utilitzats en I'experimentacio i
altres finalitats cientifiques (2010/63/UE, de 22 de setembre de 2010), i d’acord amb el
decret de I'Estat Espanyol (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrer de 2013) que regula
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els aspectes etics i de cura i control dels animals per a I'experimentacid. L'experiment
ha estat aprovat per la Comissié d’Etica en experimentacié animal i humana (CEEAH)
de la Universitat Autobnoma de Barcelona i pel departament d’Agricultura, Ramaderia i

Pesca (DARP) de la Generalitat de Catalunya (n2 d’ordre 5036).

3.1.1 Subjectes

En aquesta investigacio es van utilitzar un total de 52 rates albines mascle, de la soca
Sprague-Dawley subministrades per Prolabor. En el moment que arribaven al nostre
laboratori, les rates, de 6 setmanes d’edat, romanien durant set dies en quarantena
amb la finalitat d’assegurar que no presentaven cap problema de salut. Passada la
quarantena els animals, de 7 setmanes d'edat, eren estabulats en gabies individuals en
condicions de temperatura i humitat controlades i amb un cicle de llum foscor de 12
hores (inici llum: 8 h). En tot moment tenien accés a aigua i menjar ad libitum. En el
moment de l'estabulacid en gabies individuals, els animals van ser distribuits de
manera aleatoria en els quatre grups experimentals seglients: Lesid-21, Lesi6-42,
Sham-21 i Sham-42. Els animals dels grups Lesié-21 i Sham-21 iniciaven I'entrenament
en una tasca de MRO 21 dies després de la intervencié quirdrgica, mentre que en els
animals dels grups Lesié-42 i Sham-42 aquestes proves s’iniciaven 42 dies després de la
cirurgia (veure cronograma en la Figura 4).

Per tal d’habituar els animals a les manipulacions posteriors, abans de la intervencid
quirdrgica aquests eren sotmesos a 2 sessions de handling, en dies consecutius, de cinc
min cadascuna. El pes mitja dels subjectes el primer dia de handling era de 265.36 g

(s=29.70), i la seva edat era de 8 setmanes.

60



41 42 45

Lesio-42 | Eutanasia i histologia
ccl LEC MRO
1 4142 a5
Sham-42 Eutanasia i histologia
Sham LEC MRO
1 2021 24
Lesio-21 I I I I Eutanasia i histologia
(ofe]] LEC MRO
1 2021 24
Sham-21 Eutanasia i histologia
Sham LEC MRO

Figura 4: Cronograma de I'Experiment 1. CCl=Controlled Cortical Impact; LEC=Laberint Elevat
en Creu; MRO=Memoria de Reconeixement d'Objectes.

3.1.2 Intervencid quirurgica

Al sise dia de la separacid, es va procedir a la intervencié quirdrgica, per realitzar la
lesid cerebral traumatica, mitjancant el model d’impacte cortical controlat (CCl).

Els animals eren introduits en una caixa de metacrilat (20x13x13) per procedir a la
induccié de I'anestésia amb isoflura al 5% barrejat amb oxigen (flux de 2 |/min), durant
6 min. Transcorregut el temps de la induccid, les rates es fixaven a l'aparell
d’estereotaxia (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA), i es mantenia l'anestésia
durant tota la intervencid, mitjancant una mascara al musell (dosi de manteniment:
isoflura al 2%, flux d’oxigen de 1 I/min). Seguidament, es comprovava el reflex
interdigital i si no presentava resposta, es procedia a rasurar el cap de lI'animal i es
realitzava una incisi6 sagital a la pell. Un cop exposat el crani, es netejava amb serum
fisiologic, per a poder visualitzar bé les sutures. A continuacid, es realitzava una
craniotomia de 5 mm de diametre, sobre el I0bul parietal dret, deixant intacta la
duramater (coordenades: 4,5 mm posterior a Bregma; -3 mm lateral des de la linia
mitja). Seguidament, es procedia a la lesié cerebral traumatica, mitjancant el dispositiu
de CCl (Pittsburgh Precission Instruments, Inc, USA, veure Figura 5). El brac¢ del
dispositiu pneumatic retractil estava fixat amb una inclinacié de 15° respecte l'eix
vertical i en el seu extrem se situava una barra cilindrica de base aplanada i de 3 mm de
diametre. Es col-locava la punta de la barra sobre la duramater, en el centre de la
craniotomia, i s'accionava el botd per tal que la barra es retragués. Es procedia a baixar
manualment 2 mm la posicid de la barra i s’accionava el boté del dispositiu pneumatic

per tal que la punta impactés sobre la duramater a una velocitat de 6 m/s i a una
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profunditat de 2 mm, durant 150 mseg. Un transductor (Macrosensors, Pensauken, N.J)
connectat al dispositiu, mesurava la velocitat i la duracié de l'impacte, per tal
d’assegurar que aquests parametres es mantinguessin constants durant totes les
intervencions. L'Us d’aquests parametres s’ha associat a la induccié de lesions de
severitat moderada (Dixon et al., 1999).

Després de la lesié la zona de l'impacte es netejava amb serum i se suturava.
Finalment, s'administrava una injeccié subcutania de 0.2 ml de buprenorfina (Buprex,
Schering-Plough, SA) per tal de controlar el dolor postoperatori. Els animals dels grups
sham passaven per totes les fases de la intervencid (anestésia, incisid, craniotomia i
sutura), a excepcié de lI'impacte mitjancant el dispositiu pneumatic. Durant tota la
intervencié es mantenia la temperatura corporal dels animals mitjancant una manta
eléctrica. Un cop finalitzada la intervencié s’introduien a les seves gabies i es
retornaven a I'estabulari, per a la posterior recuperacié. Durant els 5 dies posteriors a
la intervencid cada dia es pesaven els animals i es controlava la ingesta de menjar i

aigua, la conducta dels animals, aixi com la cicatritzacid de la ferida per detectar la

possible existencia de malestar.

Figura 5: (A) Dispositiu d’impacte cortical controlat; (B) animal fixat en I'aparell d’estereotaxia i
amb el dispositiu del CCl preparat per a realitzar I'impacte.

3.1.3 Laberint Elevat en Creu (LEC)
El laberint elevat en creu ( LEC; Cibertec S.A., Madrid) constava de quatre bracos, de 10

cm d’ample per 49 cm de llarg, organitzats en forma de creu. Els bragos estaven elevats
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61.5 cm del terra. Dos dels bragos (bragos tancats) estaven envoltats per parets de 40
cm d’algada. Els altres dos bracos (bragos oberts) no tenien parets, pero si una petita
vora d’1 cm d’alcada com a guia tactil per evitar caigudes. El laberint estava il-luminat
per una bombeta de 20 W que donava lloc a un nivell lluminés de 61 luxs en el terra de
la plataforma central, i de 27 luxs en el terra dels bracos tancats. Els animals eren
sotmesos a una Unica sessio de LEC, de 5 min de durada. La sessid es realitzava 20 o 41
dies (segons el grup) després de la intervencié quirurgica. A l'inici del test, 'animal era
col-locat a la plataforma central, amb el cap en direccid a un dels bragos oberts. Un
sistema automatitzat (Test 4B, Cibertec S.A., Madrid), format per deu parells de
cél-lules fotoeléctriques localitzades estratégicament en diverses zones de l'aparell,
permetia el registre de I'exploracié de I'animal a les diferents zones del laberint. El
programa registrava les seglients mesures: temps en els bracos oberts, temps en els
bracos tancats i a la plataforma central, nimero d’entrades als bracos oberts i als
bracos tancats; nimero de vegades que I'animal es col-locava a I'extrem distal d’un brag
obert, i numero d’entrades totals als bragos. També es registraven el ndmero
d’aixecades (“rearings”) i els episodis d’autoneteja (“groomings”) a les diferents zones
del laberint, aixi com el niumero de defecacions i miccions. Com a principal index
d’ansietat es calculava la ratio entre el temps en bracos oberts i el temps total en
bracos (ratio temps), aixi com la ratio entre el nimero d’entrades a bracos oberts i el
numero total d’entrades (ratio entrades). Durant la sessié un ventilador proporcionava
un soroll blanc constant, per tal demmascarar altres possibles sons. Una cortina blanca
separava el laberint de I'experimentador, per tal d'impedir que I'animal pogués veure’l.
El laberint es netejava abans i després de treballar amb cada un dels animals utilitzant
una solucio d’aigua destil-lada i alcohol al 70% amb la finalitat d’evitar senyals

olfactives.

3.1.4 Memoria de Reconeixement d’Objectes (MRO)

La tasca de MRO consistia en tres sessions d’habituacié a la caixa d’entrenament, una
de neofobia, una d’adquisicié i dues de retencid, i s’iniciava 21 o 42 (segons el grup)
dies després de la cirurgia. Aquesta tasca es basa en la tendencia espontania dels
rosegadors per explorar més els estimuls nous que els familiars (Clark, Zola i Squire,

2000). L'aparell de MRO era una caixa quadrada oberta per dalt (65,5 x 65,5, altura 35
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cm), de conglomerat folrat de melamina de color marré fosc. L'aparell estava situat a
I'interior d’'una caixa d’aillament (157 x 71,5 x 71,5 cm) amb un llum fluorescent en el
sostre que proporcionava 30 luxs d’il-luminacid. Un extractor permetia la renovacié de
I'aire i al mateix temps proporcionava un soroll blanc constant. Totes les sessions de
MRO eren enregistrades per una camera de video situada al centre del sostre de la
caixa d’aillament.

Durant I'entrenament es van utilitzar quatre tipus d’objectes: un per a la neofobia
(construccié de peces de Lego) i els altres tres (construccié de peces de Lego, una
llauna i un penjador) per a les proves d’adquisicié i retencid (veure Figura 6). Aquests
ultims eren d’una mida similar. Es van fer proves pilot previes per descartar la possible
existéncia de preferéncia espontania per algun d’aquests tres objectes per part de les
rates.

Durant totes les sessions, els animals eren situats sempre en la mateixa localitzacio
espacial dins la caixa experimental, amb el musell dirigit cap a la porta de la caixa
d’aillament.

Tant la caixa experimental com els objectes es netejaven abans de comencar cada
sessid amb una solucié d’aigua destil-lada i alcohol al 70%, per tal d’evitar possibles

claus olfactives.

Figura 6: Set d’'objectes utilitzats en la MRO. (A): objecte neofobia, (B) tres tipus d’objectes
utilitzats en I'adquisicié i la retencié 1 2.

Habituacio

Les rates passaven per tres sessions d’habituacio a la caixa experimental, de 12 min de

duracié cadascuna. Dues es realitzaven durant el primer dia d’entrenament en MRO
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(dia 21 o 42 post-TBI) i separades 90 min entre elles, i la tercera, durant el segon dia
d’entrenament. Lanimal se situava a la caixa experimental només amb la llum i el soroll
blanc de fons i s’enregistraven les defecacions i miccions com a mesures d’ansietat, aixi
com les entrades en els quadrants interiors i exteriors i la distancia total recorreguda

com a mesures de l'activitat locomotora.

Test de neofobia

Al segon dia d’entrenament en MRO (dia 22 o 43 post-TBI) i al cap de 90 min de la
tercera sessid d’habituacid, es realitzava la sessio de neofobia amb la finalitat de
detectar la possible reactivitat emocional generada per la preséncia d’'un objecte nou.
Les rates se situaven durant 10 min a la caixa experimental, amb I'objecte de neofobia
situat al mig del sol de la caixa i fixat amb una cinta adhesiva per evitar que I'animal el
pogués moure. Durant aquesta sessid es mesuraven la laténcia de la primera

exploracid, el temps d’exploracié de I'objecte i la distancia total recorreguda.

Adquisicié de I'aprenentatge

Al tercer dia de I'entrenament en MRO (dia 23 o 44 post-TBI) es realitzava la prova
d’adquisicié. Amb aquesta finalitat se situaven dos objectes identics a les cantonades
posteriors de la caixa experimental, concretament a una distancia de 10 cm de les
parets, fixats al sol amb cinta adhesiva. Els animals tenien 15 min per explorar
lliurement els objectes idéntics i es mesurava el temps d’exploracié de cadascun, la
latencia de la primera exploracié i la distancia total recorreguda. Es considerava
conducta exploratoria de l'objecte quan I'animal tenia el cap dirigit a 'objecte i amb el
musell a una distancia maxima de 2 cm d’aquest.

Donat que és necessari que els animals explorin els objectes en aquest tipus de tasca,
es va establir un criteri minim de 10 s d’exploracié dels dos objectes, per considerar
gue havien estat explorats un periode de temps suficient, tal com indiquen estudis

metodologics amb aquest tipus de tasca (Akkerman et al., 2012).
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Retencid 1 (3 hores)

Passades 3 h de l'adquisicid, els animals eren introduits de nou a la caixa experimental
durant 5 min. Aquesta contenia dos objectes situats en les mateixes localitzacions que
en la sessid d’adquisicid, dels quals un era el mateix que s’havia utilitzat en la sessié
d’adquisicié (objecte familiar) i I'altre era nou (objecte nou). Es va mesurar el temps
d’exploracié de cada objecte, i es va establir un criteri minim de 2 s d’exploracié total

dels objectes per tal d’incloure les dades en les analisis estadistiques.

Retencid 2 (24 hores)

Al cap de 24 h de I'adquisicio i al quart dia d’entrenament (dia 24 o 45 post-TBI), es
tornava a fer un test de 5 min. En aquesta ocasid, es tornaven a presentar dos objectes,
situats en les mateixes localitzacions que en les sessions anteriors, amb la diferéncia
que es presentava l'objecte familiar ubicat en el costat oposat a on es trobava en la
retencid 1, i 'objecte nou era un que I'animal no havia vist mai. Es va mesurar el temps
d’exploracié de cada objecte, i es va establir un criteri minim d’exploracié total dels
objectes de 2 segons.

Per tal de determinar si 'animal presentava record de l'objecte familiar es calculava un
index de discriminacié (ID) per a cada una de les sessions de retencid, segons la

féormula segiient:

|D=( Temps exploracio objecte nou — Temps exploracio objecte familiar ) X 100

Temps exploracié objecte nou + Temps exploracié objecte familiar

Aguest index no esta contaminat per possibles diferencies en el temps d’exploracid
total (Akkerman et al., 2012). Valors similars a zero indiquen temps d’exploracid
similars per als dos objectes i, per tant, una manca de record de l'objecte familiar. En
canvi, valors positius i estadisticament diferents de zero, s’interpreten com que hi ha
record de l'objecte familiar.

En aquesta tasca, es van utilitzar tres parells d’objectes idéntics i cada grup va passar
per totes les combinacions possibles. En tots els grups d’animals es va contrabalancejar
el tipus d’objecte que es presentaven a les sessions d’adquisicié i retencid, amb la

finalitat de contrarestar la possible preferéncia per algun objecte que poguessin tenir
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alguns animals. També es va contrabalancejar la posicié de l'objecte nou i familiar, per
tal de contrarestar la possible preferéncia per una determinada localitzacid. Les

diferents fases de la MRO es mostren en la Figura 7.

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4
Habituation Habituation Acquisition Retention 2
® ol|e A

Habituation Neophobia Retention 1
H e

Figura 7: Representacié de les diferents fases de la MRO i la disposicié dels objectes en cada
fase de la MRO.

3.1.5 Eutanasia i perfusio intracardiaca

72 h després de la retencid 2, els animals eren sacrificats amb una sobredosi de
pentobarbital sodic (Dolethal, 200 mg/kg; Vetoquinol S.A; Madrid-Espana) i es procedia
a la perfusié intracardiaca amb paraformaldehid (PFA, Sigma Aldrich, Madrid) al 4%
dissolt en tampo fosfat (PB pH 7.4; 0.1M). Es va utilitzar una bomba de perfusié a 30
r.p.m. amb un caudal aproximat de 70 ml/min (J.P Selecta, S.A Barcelona). Es van
extraure els cervells i es van deixar en una solucio de PFA al 4% a 4°C durant 3 h, per a
la postfixacid del teixit. Posteriorment es van fer tres rentats amb tampd fosfat (PB pH
7.4; 0.1M) i es van deixar en una solucid crioprotectora de sacarosa al 30% en tampo
fosfat durant 72 h a 42C. Transcorregut aquest temps, eren conservats a -802C fins el

moment de realitzar les seccions coronals.

3.1.6 Determinacié macroscopica del volum de la lesié i de diferents estructures

Els cervells eren seccionats a un gruix de 40 um mitjangant un criostat (Shandon
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Cryotome FSE, Thermo Electron Corporation). Es recollien una de cada cinc seccions
equidistants al llarg de tota |'extensié anteroposterior de la cavitat de lesid. Els talls es
muntaven en porta-objectes i es conservaven a -20 2C per a la posterior tincid amb
violeta de cresil.

Els talls es van incubar en una solucid de violeta de cresil al 0.5% i posteriorment, es
van deshidratar en alcohol de 70%, 95% i 100% consecutivament, i es van muntar sobre
cobreobjectes utilitzant com a medi de muntatge DPX (Sigma Aldrich, Madrid).

Les seccions cerebrals tenyides eren digitalitzades mitjancant un escaner (HP scanjet
G4050). Posteriorment, amb el software d'analisi d'imatge de mostres biologiques Fiji
(Schindelin et al., 2012), es dibuixava el contorn de la cavitat de la lesio, aixi com de la
formacié hipocampal, el ventricle lateral i I’hemisferi ipilateral (dret) i contralateral
(esquerre). Per tal d’estimar el volum, es va aplicar el metode de Cavalieri. Es va
multiplicar I'area de la lesié o de la regié d’interées pel gruix de cada tall (0.04 mm) i pel
numero de seccions fins la seglient seccié analitzada (5 seccions), i després es van
sumar tots els volums parcials obtinguts en el calcul anterior.

Finalment, i per tal de tenir mesures més acurades de la magnitud del dany cerebral
macroscopic, no contaminades pel nimero de seccions analitzades en cada cas, es van
calcular les seglients ratios interhemisfériques: ratio hipocamp (relacio, en percentatge,
entre el volum de I’hipocamp ipsilateral i de I’hipocamp de I’hemisferi contralateral);
ratio ventricle (relacié, en percentatge, entre el volum del ventricle lateral de
I’hemisferi ipsilateral i el de I'hemisferi contralateral). Valors estadisticament superiors
a 100 indiquen que el volum de l'estructura és més gran a I'hemisferi ipsilateral a la
lesid, mentre que valors estadisticament inferiors a 100 indiquen que el volum de

I'estructura és més petit a I’"hemisferi ipsilateral.

3.1.7 Analisis estadistiques

Les dades van ser analitzades mitjancant el paquet estadistic R 2.15.0 (R Development
Core Team, 2011) i amb I'ajut de la interficie grafica d’usuaris DeduceR (Fellows, 2012).

Les variables conductuals van ser analitzades mitjancant el model lineal general (MLG)
seguint un disseny factorial 2x2: intervencio (2 categories: lesid i sham) i temps (temps
transcorregut des de la intervencio i I'inici de I'entrenament en MRO; 2 categories: 21 i

42 dies). Per a les analisis de la distancia recorreguda en els tests d’habituacié es va fer
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servir també el MLG, amb el mateix disseny, perd afegint la variable intrasubjecte
(sessid). En cas necessari s'aplicaven contrastos polinomials per determinar I'evolucié
de les variables al llarg de les sessions.

Per comparar les dades referents a I'estudi macroscopic del teixit cerebral entre els dos
grups d’animals amb TBI es van utilitzar proves t de Student per a mostres
independents.

També es van portar a terme proves t de Student per a una mostra per tal de
determinar, dintre de cada un dels grups experimentals, si els indexs de discriminacio i
diverses mesures macroscopiques del teixit cerebral eren estadisticament diferents al
valor de referencia (0 per a l'index de discriminacié, i 100 per a les ratios

interhemisferiques).

3.2 Resultats
Tres subjectes van morir durant la intervencié quirdrgica. La mostra final va estar

formada per un total de 49 subjectes (Lesié-21: 10; Sham-21: 12; Lesié-42: 14 i Sham-
42: 13). Tots els grups van mostrar un increment de pes similar i no es van trobar

diferéncies entre grups en les diferents fases experimentals.

3.2.1 Laberint Elevat en Creu (LEC)

Les analisis realitzades mitjancant el MLG van detectar que el factor temps era
significatiu per a la variable entrades a bracos oberts [F(1,45=5.26; p=0.026] i per a la
ratio d’entrades als bragos oberts [F(1,45=4.62; p=0.037] mentre que ni el factor
intervencio, ni la interaccid entre tots dos eren significatius. En concret, els grups de 42
dies feien un nombre significativament superior d’entrades als bracos oberts i tenien
una ratio d’entrades més alta que els grups de 21 dies, independentment de si els
animals tenien lesié o eren sham. El MLG també indica que el factor intervenci6 era
significatiu per al temps en plataforma central [F(1,45=6.92; p=0.011]. Concretament,
els animals amb lesié passaven menys temps en aquesta localitzacié que els sham. No
es va trobar cap altre efecte significatiu dels factors principals o de la interaccié entre

ells per a cap de les altres mesures del LEC (veure Taula 1).
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Variable LEC Lesi6-21 Sham-21 | Lesio-42 Sham-42 Significacio
estadistica
Entrades oberts 2.1 2.3 4.1 4.6 Grups 42d > Grups 21d
(0.8) (1.7) (4.0) (4.4) (p=0.026)
Ratio entrades 14.2 14.7 19.8 29.8 Grups 42d > Grups 21d
(6.8) (9.4) (16.2) (26.0) (p=0.037)
Temps oberts 20.2 19.8 46.2 34.7 NS
(18.4) (22.3) (55.2) (55.8)
Ratio temps 10.1 10.7 224 17.8 NS
(8.1) (12.4) (27.3) (26.0)
Entrades 13.1 12.9 12.6 10.5 NS
tancats (3.3) (2.6) (3.8) (5.6)
Temps tancats 179.4 173.6 164.6 148.4 NS
(37.1) (33.3) (63.3) (60.9)
Temps 91.3 106.5 89.14 116.92 Lesid < Sham (p=0.011)
plataforma (26.4) (18.1) (24.2) (42.3)
central
Defecacions 0 0.3 0.7 1 NS
(0.5) (1.2) (1.6)
Miccions 0.3 0.7 0.6 0.8 NS
(0.5) (0.9) (0.6) (0.5)
Final en oberts 0.3 0.5 1.6 0.5 NS
(0.7) (0.8) (2.9) (0.7)
Rearing 8.3 9.4 8.7 9.3 NS
(3.0) (4.1) (4.0) (4.3)
Grooming 1.8 1.8 1.0 1.5 NS
(1.3) (1.5) (0.9) (1.5)

Taula 1: mitjana (en negreta) i desviacid estandar (entre paréntesi) de les variables mesurades
en el Laberint Elevat en Creu (LEC) per a cada grup experimental. La significacio estadistica esta
indicada en I"Gltima columna. Grups 42d > Grups 21d indica un efecte significatiu del factor
principal temps. En concret, els valors agrupats de les mitjanes lesié-42 i sham-42 eren més
alts que els valors agrupats de les mitjanes de lesio-21 i sham-21. Lesié < Sham indica un efecte
principal del factor Intervencio, els valors agrupats de les mitjanes dels dos grups lesié eren
més baixos que els valors agrupats dels dos grups sham.

3.2.2 Memoria de Reconeixement d’Objectes (MRO)
Cinc subjectes van ser eliminats de les analisis de la MRO per no arribar al criteri
d’exploracié minima durant el test. Aixi, doncs, la mostra final d’aquestes analisis estava

formada per 44 subjectes (Lesid-21: 9; Sham-21: 12; Lesié-42: 12 i Sham-42: 11).

3.2.2.1 Habituacioé
Es va trobar un efecte principal de la sessid en el total de distancia recorreguda

[F(2,90=47.07; p<0.001], mentre que ni el factor intervenciod, ni el factor temps, aixi com
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tampoc les interaccions entre els factors principals, eren significatius. Els contrastos
polinomials indicaren que I'evolucié de la distancia recorreguda s’ajustava a una funcié
quadratica (t=4.39; p<0.001), amb una disminucié marcada entre la primera i la segona

sessions d’habituacid.

3.2.2.2 Neofobia
No es va trobar cap efecte principal, ni interaccié entre factors per a cap de les
variables mesurades en aquesta prova (laténcia de la primera exploracié, distancia total

recorreguda i exploracié de l'objecte).

3.2.2.3 Adquisicio
No es va trobar cap efecte principal, ni interaccié entre factors, per a cap de les
variables mesurades (laténcia de la primera exploracid, distancia recorreguda i temps

d’exploracié total dels objectes).

3.2.2.4 Retencio 1 (3 hores)
El MLG indica una tendéncia a la significacid del factor intervencié en el temps
d’exploracié total dels objectes. En concret, els grups lesionats tendien a explorar

menys que els grups sham (p=0.099) (veure Figura 8).
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Retention Test 1 (3 hours)
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Figura 8: Exploracié total dels objectes durant el test de retencié 1. Cada valor representa la
mitjana £SEM.

La prova t de Student per a una mostra indica que l'index de discriminacié era
estadisticament superior a 0 en tots els grups: Lesié-21 [tig)= 4.28; p=0.001], Sham-21
[t1)= 6.11; p<0.001], Lesid 42 [t(11)= 5.90; p<0.001] i Sham-42 [t(10)= 5.12; p<0.001]. Per

tant, tots els grups van mostrar un bon record de l'objecte familiar (veure Figura 9).

En relacié a la mateixa variable, el MLG indica que cap dels factors principals, ni la seva
interaccié eren significatius. Per tant, I'index de discriminacié a la retencié 1 no
mostrava diferéncies significatives entre la condicié TBI i la condicié sham, ni tampoc
en funcid dels dies transcorreguts des de la intervencid quirdrgica. Aixi, doncs, tots els

grups recordaven l'objecte familiar i els seus index de discriminacié eren similars.
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Retention Test 1 (3 hours)
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50 4
40 - o
W Sham-21
o0 oo .
30 ~ Pl Lesia-21
T O Sham-42
M Lesig-42

10

0 | Z

__

Figura 9: index de discriminacié en el test de retencié 1. Cada valor representa la mitjana
+SEM. °Diferéncies respecte 0 en la prova t de Student per una mostra: °°(p<0.01).

3.2.2.5 Retenci6 2 (24 hores)
Pel que fa a I'exploracié total dels objectes, les analisis estadistiques indicaren que els
grups amb lesié tendien a explorar menys que els sham, tot i que aquesta diferéncia no

assolia la significacié (p=0.061). Aquests resultats es mostren a la Figura 10.

Retention Test 2 (24 hours)
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Figura 10: Exploracié total dels objectes durant el test de retencié 2. Cada valor representa la
mitjana £SEM.

73



La prova t de Student per a una mostra indica que l'index de discriminacié era
estadisticament superior a 0 en els dos grups sham: Sham-21 [t(11)= 8.61; p<0.001] i
Sham-42 [t(10)= 4.25; p<0.001], mentre que no diferia significativament de 0 en cap dels
dos grups lesid. Per tant, els dos grups sham van mostrar un bon record de l'objecte
familiar, mentre que els grups lesié no mostraven record d’aquest.

El MLG indica un efecte principal significatiu del factor Intervencié en l'index de
discriminacid [F(1,40=8.94; p=0.004], mentre que ni el factor temps, ni la interaccié
entre els dos factors eren significatius. En concret, els grups TBI presentaven un index

de discriminacio significativament inferior als grups sham (veure Figura 11).

Retention Test 2 (24 hours)
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Figura 11: index de discriminacié en el test de retencié 1. Cada valor representa la mitjana
+SEM. °°Diferéncies respecte 0 en la prova t de Student per una mostra: °(p<0.01). MLG:
**Diferencies respecte intervencié sham **(p<0.01).

3.2.3 Valoracio histologica

Es va analitzar si les ratios interhemisfériques del volum de teixit de la formacié
hipocampal i del ventricle lateral eren significativament diferents al valor de referéncia
(100%) mitjangant proves t de Student per a una mostra. En la Figura 12 es mostra una

seccid coronal representativa d’un subjecte lesionat on es pot veure la cavitat de la
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lesio.

Figura 12: Microfotografia d’'una seccié de cervell tenyida amb violeta de cresil d’'un animal
representatiu de la condicié TBI.

Aquestes analisis indicaren que en el grup Lesi6-21 tant la ratio de I’hipocamp
[t9=-3.64; p=0.002], com la ratio del ventricle [t9=3.41; p=0.004] eren
significativament diferents a 100. De la mateixa manera, en el grup Lesid-42, tant la
ratio de I’hipocamp [t(13)=-7.26; p<0.001], com la ratio del ventricle [t(13)=2.97; p=0.005]
també diferien significativament de 100. Es a dir, en els dos grups de lesié tant la
formacid hipocampal com el ventricle lateral de I’hemisferi ipsilateral tenien un volum
significativament diferent al de I’'hemisferi contralateral a la lesid, menor en el cas de la
formacid hipocampal i major en el cas del ventricle lateral.

La prova t de Student per a mostres independents indica que no hi havia diferéncies
entre els dos grups TBI ni en les ratio de I’hipocamp i del ventricle, ni en el volum de la

cavitat de la lesid. Aquests resultats es representen en la Figura 13.
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Figura 13: Ratio interhemisferica: A) del volum de I'hipocamp; (B) del volum dels ventricles
laterals. Cada valor representa la mitjana +SEM. Diferéncies respecte 100 en la prova t de
Student per una mostra: **(p<0.01).

3.3  Discussio
3.3.1 Deficits de MRO induits pel nostre model de TBI

Els resultats d’aquest experiment indiquen que en el test de retencié a 24 h els animals
amb TBI no presentaven indicis de record de l'objecte familiar i el seu index de
discriminacid era significativament inferior al dels animals amb cirurgia sham. Aquests
deficits s’observaven tant quan I’entrenament tenia lloc tres setmanes després de la
lesid, com a les sis setmanes. Els déficits observats a les tres setmanes concorden amb
resultats previs del nostre laboratori (Jacotte-Simancas et al., 2015; Lorén-Sanchez, et
al., 2016), mentre que els déficits observats a les sis setmanes (tres setmanes més tard
que a I'experiment anterior) indiquen que I'efecte del CCl sobre el nostre model de
MRO es manté a llarg termini. De fet, s’estima que durant l'inici de la vida adulta tres
setmanes en la vida d’una rata serien equivalents aproximadament a dos any de vida
en una persona jove (Sengupta, 2013).

En contraposicid, en el present treball no s’han observat déficits de la MRO mesurada
en el test realitzat 3 h després de la sessié d’adquisicid, a diferencia del que si s’havia
observat amb anterioritat (Jacotte-Simancas et al., 2015; Lorén-Sanchez et al., 2016).
Aquestes discrepancies entre experiments podrien ser degudes a petites diferéncies en
I'aplicacio de la lesid, o a les manipulacions concretes de cada disseny experimental.
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Tot indica que el record a les 3 h és menys vulnerable al nostre model de TBI, i la seva
afectacié pot dependre de petites variacions en la localitzacio i extensid de la lesié. En
canvi la retencio a les 24 h s’ha vist sistematicament afectada en tots els treballs
previs, la qual cosa indica que I'execucié en aquesta prova és enormement vulnerable
al model de TBI utilitzat.

El fet que els animals lesionats presentin diferent execucid en els dos tests de retencié
pot ser consequliéncia que els requeriments associats a cada test siguin diferents, tant
pel que fa a la demanda cognitiva, com al substrat neural subjacent de cada test. Molts
estudis han mostrat que la PRhc té un paper clau en aquesta tasca (Barker, 2007;
Brown, et al., 2012; Winters, Saksida, & Bussey, 2008), i aquesta regié interactua amb
I’hipocamp i amb altres estructures de dins i fora el 10bul temporal medial (Warburton
& Brown, 2015). En concret la PRhc s’ha relacionat amb el reconeixement que un
objecte és familiar (Keally & Commins, 2011). Pero, tot i que no es coneix la funcié
exacta de I'hipocamp en aquest circuit, hi ha aspectes que indiquen una major
implicacio d’aquesta regid en el segon test de retencié. En primer lloc, perqué la traca
de memoria s’ha de mantenir durant més temps en el segon que en el primer test de
retencid, i hi ha dades que indiquen que la participacié de I'hipocamp en la MRO
també sembla ser més important quan els temps de retencié sén llargs (Hammond,
Tull, & Stackman, 2004; Clark, Zola, & Squire, 2000). Pero, al nostre entendre, la
caracteristica fonamental que diferencia els dos tests és que en el test de retencié a 24
h sempre es canvia la posicié de I'objecte familiar respecte al test 1. Aixo augmenta el
component espacial del segon test i s’ha vist que les tasques que tenen un important
component espacial comporten una major participacido de la formacié hipocampal
(Clark & Martin, 2005; Warburton & Brown, 2015). En un estudi previ del nostre
laboratori, en el qual es va utilitzar la mateixa metodologia de MRO que I'emprada en
aquest experiment, es va trobar una correlacié positiva entre I'index de discriminacié a
les 24 h (perdo no a les 3 h) i el nUmero de neurones immadures en el gir dentat
(Jacotte-Simancas et al., 2015). En aquest sentit, el déficit sever de la MRO observat en
el test de retencidé 2 sembla estar relacionat, en gran mesura, amb la greu afectacié de
I’"hipocamp produida pel nostre model de CCl. Tot i aixi, el deteriorament d’altres
estructures a part de I"hipocamp, com arees corticals, talem i estriat (Zhao, et al.,

2012), una disminucio del nimero de neurones madures en la PRhc (Jacotte-Simancas,
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et al., 2015), aixi com una amplia varietat de processos fisiopatologics i neuroquimics
(processos inflamatoris, estres oxidatiu, dany axonal, desmielinitzacio, alteracions dels
sistemes de neurotransmissors i de les funcions neuroendocrines, etc) (Biegon et al.,
2004; Budde, et al., 2011; Zhang, et al., 2014) poden haver contribuit al déficit en la

MRO observat en el present treball.

Altres treballs han descrit una reduccié de la conducta exploratoria dels animals amb
TBI, tant en la infantesa com en I'edat adulta (Ajao et al., 2012; Wagner, et al., 2007;
Paterno, Metheny, & Cohen, 2018; Zhang et al., 2014). En el nostre experiment hem
observat una certa disminucié de la conducta exploratoria dels animals, pero aquesta
disminucio no arribava a ser significativa. En tot cas, els déficits de MRO no semblen
atribuibles a diferéncies entre grups en el nivell d’exploracié dels objectes. Aixi, si bé
els animals lesionats tendien a explorar menys que les rates sham durant els tests de
retencid, aquestes diferencies no s’observaren a la sessié d’adquisicio. Cal tenir
present, a més, que a les analisis estadistiques només es van incloure aquells animals
gue mostraren un nivell d’exploracié que, segons estudis parametrics de la MRO
(Akkerman et al., 2012), era suficient per poder donar lloc a un bon record de I'objecte
familiar. I, el que és més important, la mesura especifica de MRO utilitzada (index de
discriminacié) permet minimitzar la possible influéncia, sobre la memoria, de les
diferéncies en el nivell d’exploracio total dels objectes (Akkerman et al., 2012). A més,
les rates amb TBI van presentar un percentatge d’exploracié de I'objecte nou (respecte
al temps total d’exploracié de tots dos objectes) similar als animals sham en el primer

test de retencio.

3.3.2 Evolucié temporal dels déficits de memoria

Molts estudis han analitzat I’evolucié temporal del déficit de memoria després d’un TBI
en rosegadors joves mitjancant I'avaluacié de les funcions mnesiques en diferents
moments post-TBI.

Un estudi que utilitzava el model de CCl en rates lesionades als 17 dies d’edat no va
trobar déficit de memoria quan els animals eren avaluats als 30 i 60 dies post-TBI (Ajao
et al., 2012), pero un estudi més a llarg termini va trobar déficit de memoria espacial

als 3 i 5 mesos post-TBI que semblava recuperar-se als 6 mesos (Kamper et al., 2013).
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Amb models de TBI difus en rates als 17 dies d’edat es va trobar déficit persistent de
memoria al llarg de 3 mesos després de la lesid (Adelson, et al., 2013). En un altre
treball, el TBI de tipus difus en rates de la mateixa edat va induir deficit en I'adquisicid
d’una tasca espacial quan els animals eren avaluats pocs dies després de la lesid i
també 3 setmanes més tard, perd la memoria de la mateixa només es trobava afectada
a les 3 setmanes (Huh, Widing, & Raghupathi, 2008). Per tant, encara que generalment
es troba déficit persistent de memoria en rosegadors immadurs, també hi ha alguns
casos que el deteriorament apareix amb més demora, o altres en que es dona
atenuacio de la severitat del déficit després d’un llarg periode de temps.

Pel que fa als rosegadors lesionats durant I'adolescéncia (com en el nostre treball), la
majoria d’estudis han avaluat la memoria en un sol moment post-TBI (Appelberg,
Hovda, & Prins, 2009; Jacotte-Simancas et al.,, 2015; Mannix et al., 2014; (Mehan &
Strauss, 2012; (Prins, et al., 2010). Un estudi recent va examinar |'evolucié a llarg
termini d’una tasca d’evitacid passiva en rates sotmeses a CCl a les 4 setmanes d’edat,
que correspondria a la infantesa tardana/comencament de [I'adolescéncia. El
deteriorament de la memoria es va mantenir en tots els moments avaluats, des dels 7
dies fins les 12 setmanes post-TBI (Park et al., 2014). Els resultats obtinguts en el
nostre treball indiquen que el CClI també causa déficit persistent en la memoria en
rates en I’adolescéncia tardana, doncs el deteriorament de la MRO a les 24h es trobava
present 3 setmanes després de la lesid i es mantenia sense canvis a les 6 setmanes

post-TBI, quan els animals ja eren adults.

3.3.3 Edat dels animals en el moment de la induccié del TBI i en el moment de les
proves conductuals

Els animals tenien una edat de 7 setmanes en el moment de la cirurgia. Tot i que no hi
ha una definicié clara disponible de I'adolescéncia en rates, per les rates mascle,
aquesta edat sembla correspondre a I'adolescéncia tardana (McCormick & Mathews,
2010; Schneider, 2013).

Durant I’'adolescéncia es donen multiples fenomens del neurodesenvolupament, tals
com poda sinaptica en moltes regions cerebrals i canvis en I'activitat de molts sistemes
de neurotransmissors (Schneider, 2013). Alguns d’aquests processos estan relacionats

amb un estatus neuroendrocri especific associat a aquest periode de la vida, com un
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increment substancial d’esteroides gonadals i de GH, aixi com amb una reactivitat
diferencial de I'’eix hipotalamic-hipofisari-adrenal i una major vulnerabilitat a I'estres,
en comparacio a altres edats (Masel & Urban, 2015; McCormick & Mathews, 2010;
Schneider, 2013). A més del seu rol en el desenvolupament, les hormones gonadals i la
GH, també participen en una varietat de processos emocionals i cognitius (Masel &
Urban, 2015; McCormick & Mathews, 2010; Sisk & Zehr, 2005). Al seu torn, és habitual
gue es doni una alteracié de la funcié neuroendocrina en el TBI en humans, tant en
I'edat adulta com en la infantesa i I'adolescéencia (Masel & Urban, 2015). En animals
també s’ha observat una disrupcio de la resposta a I'estrés després d’una lesié per FPI
lleu (Griesbach, et al., 2011), i alteracions a llarg termini de I'eix adrenal, d’hormones
gonadals i de GH en el model de CCI (Kasturi & Stein, 2009; Taylor et al., 2008; Zhang
et al.,, 2014). Se sap que I'augment de corticosterona associat a I'estres té efectes
disruptors sobre la MRO en rates mascle, mentre que tant els estrogens com la
testosterona exerceixen efectes moduladors positius en aquesta tasca (Luine, 2015). La
GH intervé en una amplia varietat de funcions cognitives i no-cognitives, i durant
I’adolescéncia aquesta hormona i el seu mediador IGF-1 regulen I'expressid de molts
gens relacionats amb funcions cerebrals (Yan et al., 2011). Zhang et al. (2014) van
trobar que les rates mascles lesionades amb CCl presentaven nivells més baixos
d’exploracié total dels objectes en una tasca de MRO. Curiosament, I'exploracio
d’objectes augmentava mitjancant una terapia de substitucié de GH, perdo només en
les rates que eren deficients per aquesta hormona (les quals contituien un 54.3% de
tots els animals lesionats). Zang et al., (2014) no van trobar deficit de MRO segurament
degut a que el temps de demora entre I'adquisicid i la retencid era relativament curt (1
h). Per tant, la deficiencia de GH pot contribuir a I'alteracié del nivell d’exploracié dels
objectes durant I'entrenament en MRO, pero no és la seva Unica causa. Donat que en
el present treball no s’han realitzat mesures endocrines, no podem descartar
deficiencia de GH en algun dels animals, ni que aquestes possibles deficiéncies hagin
pogut reduir la conducta exploratoria (tot i que en conjunt aquesta reduccié no era

significativa).
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3.3.4 Efectes del TBIl sobre la reactivitat emocional i I'activitat locomotora

El nostre model de TBI no va induir per se cap alteracié en la reactivitat emocional dels
animals, ni als 21 ni als 42 dies de la lesio, en les variables del LEC que es relacionen
més directament amb la reactivitat emocional (ratio temps i entrades bragos oberts).
L’dnica diferéncia entre els subjectes sham i els lesionats és que aquests ultims
passaven menys temps en la plataforma central, contrariament al que s’havia reportat
en un altre estudi amb rates femelles preadolescents poc temps després de ser
sotmeses a TBI lleu mitjancant el metode de weight drop (Mychasiuk, Farran, & Esser,
2014). Tot i aixi, el significat d’aquesta variable no és clara; en tot cas s’ha suggerit que
seria una mesura associada a la presa de decisions i a I'avaluacio del risc, és a dir, a la
valoracio de si resulta segur o no entrar en els bracos oberts (Casarrubea et al., 2013;
Cruz, Frei, & Graeff, 1994). Si fos aixi, el TBI focal amb contusié podria donar lloc a una
menor capacitat per valorar el risc davant de situacions noves i potencialment
amenacadores, sense cap canvi significatiu en les conductes relacionades amb
I'ansietat.

Hi ha resultats controvertits en la literatura respecte al TBI i la reactivitat emocional.
Per exemple, en un treball es va trobar que la reactivitat emocional, mesurada també
en un LEC estava disminuida en els ratolins de 15 setmanes d’edat als 21 dies post-TBI,
en comparacio als ratolins sham, i aquesta resposta era independent de la severitat de
la lesid (Washington et al., 2012). En altres treballs s’ha descrit just a la inversa, ja que
el CCl augmentava la conducta associada a ansietat en el laberint elevat en zero, als 60
dies post-TBI, en rates lesionades als 17 dies d’edat. En canvi, aquest mateix model no
va trobar canvis en la reactivitat emocional quan es mirava a més llarg termini (Ajao et
al.,, 2012). Aixdo sembla indicar que l'efecte que produeix el TBI en la reactivitat
emocional pot variar en funcid del temps que transcorre entre la lesid i el test.

Mentre que en aquest treball no s’ha observat cap efecte del TBI sobre la reactivitat
emocional, si que s’ha trobat un efecte del temps transcorregut. Aixi, les dades
mostren que les rates que realitzaven el LEC als 42 dies post-cirugia (quan tenien 13
setmanes d’edat) presentaven una reduccié de la conducta ansiosa respecte a les rates
que realitzaven el LEC als 21 dies (quan tenien 10 setmanes). El fet que no hi hagi
interaccid entre el tipus de cirurgia i el temps transcorregut ens fa pensar que l'efecte

és atribuible a I'edat, de manera concordant amb la disminucié de la reactivitat
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emocional observada per altres investigadors entre I'adolescéncia i I'adultesa
primerenca (Lynn i Brown, 2010). Les diferéncies en la reactivitat emocional en funcié
de I'edat podrien estar relacionades amb les variacions en I'estatus hormonal i amb la
major vulnerabilitat a l'estres dels animals més joves (Masel & Urban, 2015;
McCormick & Mathews, 2010; Schneider, 2013). Com hem dit abans, donat que en el
present treball no s’han mesurat els nivells hormonals, no podem confirmar ni
descartar aquesta possibilitat. Addicionalment, o alternativament, les diferéncies entre
els dos moments avaluats podrien ser conseqiéncia no de diferéncies en |'edat siné en
el temps en que els animals van romandre practicament sense manipulacions (a part
de les habituals per a la seva cura).

El temps transcorregut des de la cirurgia també va afectar a I‘activitat locomotora en el
test de neofobia, en el qual els animals sham avaluats a les 3 setmanes presentaven un
nivell més alt de locomocid que els avaluats a les 6 setmanes. Aquest efecte, pero, no
es dona en els animals TBI. El diferent nivell d’activitat locomotora resulta concordant
amb els resultats d’un treball de Saul i col-laboradors (Saul et al., 2012) que indicaren
gue el nivell de locomocid de rates que eren introduides per primer cop en una gabia
amb objectes novedosos (un test similar al de neofdbia) era superior als 72 que als 117
dies d’edat. Es a dir, I'edat pot influir en I'activitat locomotora en determinades

circumstancies, perd aquest efecte podria no donar-se en animals amb TBI.

3.3.5 Efectes del TBI sobre les mesures macroscopiques del dany cerebral

A nivell histologic, aquest model de TBI va produir una cavitat de lesié a nivell del Iobul
parietal, que s’extenia aproximadament 3.5 mm en sentit anteroposterior, péerdua de
volum en I'"hipocamp dorsal ipsilateral respecte al contralateral, aixi com una expansio
del ventricle lateral de I’hemisferi de la lesid, tal com ja s’havia vist en un treball previ
al nostre laboratori (Jacotte-Simancas et al., 2015). No es van trobar diferencies entre
els dos grups de lesié en les variables analitzades; és a dir, el dany en el teixit cerebral
produit per la lesid era similar en els dos periodes de temps estudiats. Aixi, doncs, la
similitud en les dades macroscopiques de dany cerebral era paral-lela a la similitud en
els deficits de MRO trobats. Aix0 no descarta, pero, que pogués haver-hi diferéncies,
entre els dos temps mesurats, en altres mesures relacionades amb el dany cerebral, o

en periodes de seguiment més prolongats, tal com s’ha trobat en altres treballs
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(Bouilleret et al., 2009; Bramlett & Dietrich, 2002; Chen, Pickard, & Harris, 2003;
Immonen et al., 2009; Liu et al., 2010; Pierce, et al., 1998; Turtzo et al., 2012).
(Bouilleret et al., 2009; Bramlett & Dietrich, 2002; S. Chen et al., 2003; Immonen et al.,
2009; Y. R. Liu et al., 2010; Pierce et al., 1998; L. C. Turtzo et al., 2012)

3.4  Conclusions

En conclusio, el deteriorament de la MRO induit pel TBI als 21 dies de la lesid, es manté
als 42 dies. Aixo ha permes estudiar I'efecte de I'exercici fisic sobre la MRO en periodes
de temps superiors als estudiats fins ara en el nostre laboratori.

D’altra banda, hem pogut descartar que el deteriorament de la MRO induit pel CCI
sigui atribuible a canvis en la reactivitat emocional, en el nivell d’exploracié global dels

objectes, o en 'activitat locomotora.
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EXPERIMENT 2







4, EXPERIMENT 2

Els resultats obtinguts en I'Experiment 1, que indicaven que el deteriorament cognitiu
observat a les 3 setmanes es segueix mantenint a més llarg termini (Amords-Aguilar et
al., 2015), van permetre estudiar, en I'Experiment 2, els efectes de diferents pautes

temporals de tractament amb exercici fisic.

Concretament, els objectius especifics de I'Experiment 2 van ser:

1. Avaluar l'efecte de tres pautes temporals d’exercici fisic (demorat, continuat i
interromput) sobre el déficit de MRO, tant a curt termini (3 hores) com a llarg
termini (24 hores), produit pel TBI.

2. Estudiar I'efecte de les tres pautes de tractament sobre:

a. Mesures macroscopiques de la lesid

b. El nimero de neurones madures (cél-lules NeuN+) en I'hilus del gir
dentat i I'escorga perirhinal

c. La neuroinflamacié (cel-lules Ibal+) en I'hipocamp dorsal

d. La neurogenesi (cél-lules DCX+) en la capa granular del gir dentat

3. Determinar si la reduccié i/o reversié del déficit de la MRO de les diferents
pautes de tractament estava més relacionada amb una accié neuroprotectora,

una accio neuroreparadora, o ambdues.

4.1 Meétodes

Etica i benestar animal

El procediment experimental dut a terme en aquesta investigacio s’ha realitzat seguint
la normativa vigent de la Unié Europea referent a les disposicions legals, de reglament
i administratives respecte la proteccid dels animals utilitzats en I'experimentacio i
altres finalitats cientifiques (2010/63/UE, de 22 de setembre de 2010), i d’acord amb el
decret de I'Estat Espanyol (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrer de 2013) que regula
els aspectes étics i de cura i control dels animals per a I'experimentacié. L'experiment

ha estat aprovat per la Comissié d’Etica en experimentacié animal i humana (CEEAH)
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de la Universitat Autonoma de Barcelona i pel departament d’Agricultura, Ramaderia i

Pesca (DARP) de la Generalitat de Catalunya (n2 d’ordre 5036).

4.1.1 Subjectes

En aquest treball s’han utilitzat un total de 77 rates albines mascle, de la soca Sprague-
Dawley, subministrades per Prolabor, amb una edat de 6 setmanes en el moment
d’arribada al laboratori. Els animals van estar una setmana en quarantena per
assegurar que no tenien cap problema de salut. Passada la quarantena, a les 7
setmanes d’edat, les rates s’estabulaven individualment en caixes, i s’assignaven a
I'atzar a una de les cinc condicions experimentals seglients: intervencié sham
mantingut en condicié sedentaria (grup Sham), lesié mantingut en condicié sedentaria
(grup L-sed), i lesi6 amb accés a exercici fisic durant diferents periodes: grup amb
exerici demorat (L-sed-exe), grup amb exercici interromput (grups L-exe-sed) i grup
amb exercici continuat (L-exe-exe).

Al segon i tercer dia de la separacid, les rates es manipulaven 5 min al dia, per tal que
s’habituessin a la manipulacié experimental i a I'experimentador. El pes mig dels

animals a l'inici de I'experiment (primer dia de manipulacid) era de 229.75 g (s=10.75).

4.1.2 Intervencio quirdrgica

Al sisé dia de la separacid es va procedir a la intervencid quirurgica, per realitzar la lesid
cerebral traumatica, mitjancant el model d’impacte cortical controlat (Pittsburgh
Precision Instruments, Inc, USA).

El procediment era idéntic al descrit en I'Experiment 1 (veure apartat 3.1.2).

4.1.3 Exercici en la roda d’activitat

Durant els periodes de tractament amb exercici fisic, els animals es van estabular
individualment en gabies homologades de plastic transparent de 48 x 26 x 20 cm,
acoblades a una roda d’activitat de 37 cm de diametre (Rat Wheel, ENV-042, Med
Associates, Inc. USA). Les rates tenien accés il-limitat a les rodes durant el periode
d’exercici, i aquest era de tipus voluntari. La durada del periode d’exercici fisic diferia en

funcié del grup: els subjectes dels grups L-exe-sed i L-exe-exe iniciaven I'exercici 4 dies
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després de la intervencid quirdrgica, i tenien accés a la roda durant 3 (grup L-exe-sed) o
7 setmanes (grup L-exe-exe). D’altra banda, els animals del grup L-sed-exe iniciaven
I'exercici 4 setmanes després de la cirurgia i tenien accés a la roda fins al final de
I'experiment (un total de 3 setmanes) (veure Figura 15). El periode d’exercici de 3
setmanes s’ajusta al temps d’exercici amb qué en un experiment previ hem observat
reduccio del déficit de memoria quan aquest tractament s’inicia 4 dies després del TBI i
la MRO s’avalua 24 dies després de la lesid (Jacotte-Simancas et al 2015). Les gabies
utilitzades en els grups Sham i L-sed, aixi com per als altres grups durant les fases
sedentaries, eren homologades, de plastic transparent i de mida similar a les altres (52

x 28 x 18 cm; veure Figura 14).

Figura 14: Detall de les gabies d’estabulacid en la condicié sedentaria i en la condicié
d’exercici.

Durant tot I'experiment, es va limitar el menjar a que tenien accés els animals a 6
pellets diaris (una quantitat de menjar per sobre de la necessaria per mantenir un pes
adequat per a la seva edat), ja que en el nostre laboratori hem constatat que I'accés
il-limitat @ menjar propicia un excés d’ingesta i tendéencia a l'obesitat, especialment en
els animals sedentaris. Laigua es va administrar ad libitum i es van controlar les
condicions de temperatura (20 - 24 °C) i humitat (40 - 70%). També es va mantenir

artificialment el cicle de 12 hores llum-foscor, llum de 8 a 20 h i foscor de 20 a 8 h.

89



50 53
Sham | I\_ )I | Eutanasia i histologia
g
Sham Condici6 sedentaria MRO
1 s 50 53
L-sed I "I | Eutanasiai histologia
Y
ccl Condicié sedentaria MRO
Lsed 15 32 50 53
-sed-exe Eutanasiai histologia
e - A . = ¢
cc Condicid sedentaria Exercici 21 dies MRO
1 5 25 50 53
L-exe-sed | | “l\ 71 i Eutanasiai histologia
S
ca Exercicl 21 dies Condicié sedentaria MRO
5 50 53
L-exe-exe | | | ez, I Eutanasia i histologia
cal RO

Exercici 49 dies

Figura 15: Cronograma de I'Experiment 2. CCl=Controlled Cortical Impact; MRO=Memoria de
Reconeixement d'Objectes.

4.1.4 Memoria de reconeixement d’objectes (MRO)

Lentrenament en la MRO es va realitzar entre els dies 50 i 53 posteriors a la
intervencid. El procediment utilitzat, aixi com les variables enregistrades i els criteris
d’exploracié minima, van ser idéntics als descrits en I'Experiment 1 (veure apartat
3.1.4).

Les sessions d’habituacio van tenir lloc durant els dies 50 (sessio 1 i 2) i 51 (sessio 3)
postcirurgia, el test de neofobia durant el dia 51; la prova d’adquisicié i la primera
prova de retencid durant el dia 52, i la segona prova de retencié durant el dia 53
postcirurgia.

El cronograma de les diferents fases experimentals de cada grup es pot veure a la

Figura 15.

4.1.5 Histologia

4.1.5.1 Eutanasia i perfusid intracardiaca

Un dia després de la retencié 2, els animals eren sacrificats amb una sobredosi de
pentobarbital sodic (Dolethal, 200 mg/kg; Vetoquinol S.A; Madrid-Espana) i es procedia
a la perfusié intracardiaca amb PFA al 4% (Sigma Aldrich, Madrid). Es va utilizar una
bomba de perfusié a 30 r.p.m. amb un caudal aproximat de 70 ml/min (J.P Selecta, S.A
Barcelona). Es van extraure els cervells i es van deixar en una solucié de PFA al 4% a
4°C durant 3 h, per a la post-fixacié del teixit. Posteriorment es van fer tres rentats amb

tampd fosfat (PBS pH 7.4, 0.1M) i es van deixar en una solucid crioprotectora de
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sacarosa 30% i tampd fosfat durant 72 h a 49C. Transcorregut aquest temps, es va
procedir a la congelacié dels encéfals, mitjangant isopenta (metilbuta, Sigma Aldrich) i
a la seva conservacio a -80°C fins el moment de realitzar les seccions coronals.
Aquestes es feien a un gruix de 40 um, amb un cridstat (Shandon Cryotome FSE,
Thermo Electron Corporation). Per tal d’identificar I’hemisferi, abans del seccionament
es realitzava un senyal a I’'hemisferi contralateral a la lesié. Es recollien totes les
seccions compreses aproximadament entre les coordenades anteroposteriors
-0.72 i -5.52 mm respecte Bregma (Paxinos & Watson, 2007). Nou de cada 10 seccions
es col-locaven en plaques de pous en condicié free-floating i es mantenien a -20 ¢C en
una solucié anticongelant fins al moment de les proves immunohistoquimiques. Cada
un dels pous contenia una série de seccions equidistants. La desena seccié de cada

série es muntava en un porta-objectes per a la posterior tincié amb violeta de cresil.

4.1.5.2 Tincié amb violeta de cresil

Per a la tincid amb violeta de cresil i 'obtencié de les imatges, es va seguir el mateix
procediment de tincio descrit en I'Experiment 1, perd amb la diferéncia que es recollia
cada 10 seccions equidistants, en comptes de cada 5. Les mesures volumetriques
realitzades van ser: determinacié de la coordenada d’inici de la lesid, la profunditat
maxima de cavitat de la lesid i la ratio hipocampal (calculada tal com s’ha explicat a

I’'Experiment 1).

4.1.5.3 Immunohistoquimica de DCX, NeuN i Ibal

Per determinar el nivell de neurogénesi en la capa subgranular del gir dentat de
I’hipocamp, es va realitzar el processament immunohistoquimic de doblecortina (DCX),
i la posterior quantificacié de cel-lules DCX+. La DCX és una fosfoproteina associada a
microtubuls que marca neurones immadures i que s’expressa a partir de les 2-3
setmanes després del naixement de la cél-lula, i deixa d’expressar-se quan esdevé una
neurona madura (Gongalves et al., 2016).

També es va realitzar la immunohistoquimica per a la quantificacié de cel-lules NeuN+
a I'hilus del gir dentat, i a la PRhc, una regio allunyada de la cavitat de la lesié perd que
juga un paper clau en la MRO (Warburton & Brown, 2015). La proteina nuclear
neuronal (neuronal nuclear protein, NeuN) és un marcador especific per neurones que
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es localitza al nucli i al citoplasma perinuclear de la majoria de les neurones madures
del SNC (Gusel’nikova & Korzhevskiy, 2015).

Per estudiar la resposta inflamatoria es va realitzar el processament
immunohistoquimic per a I'anticos Ibal, i es va quantificar la intensitat de marcatge i
I'area ocupada per cél-lules de microglia en I’'hipocamp dorsal. Ibal (ionized calcium-
binding adaptor 1) és una proteina especifica de macrofags i microglia i la seva
expressio augmenta quan la microglia esta activada (Imai, et al., 1996; Ito, et al., 2001).
Per a la immunohistoquimica es van seleccionar 7 subjectes per grup, és a dir, un total
de 35 subjectes. Per a la seleccié de la mostra, en primer lloc, es van excloure els
animals que tenien el teixit en males condicions en les altres proves
immunohistoquimiques. De la mostra restant, es van excloure els subjectes que
presentaven valors estadisticament atipics per a les variables profunditat maxima de la
cavitat de lesio i ratio hipocamp, obtingudes en la valoracié macroscopica del teixit de
les seccions tenyides amb violeta de cresil. Finalment, de la mostra restant, es van

seleccionar a I'atzar 7 subjectes per grup.

En cada subjecte i per a cada marcador utilitzat es va realitzar un mostreig aleatori i
sistematic de les seccions coronals (eleccié aleatoria de la série de seccions coronals
utilitzada). Els procediments immunohistoquimics de DCX i de NeuN es van portar a
terme mitjancant el métode de l'estreptavidina-biotina i el revelat amb DAB i niquel.
Les seccions estaven en constant agitacié a 80 r.p.m. durant tot el procediment. Es van
incubar amb una solucié de H,0; al 0.3% (Panreac) diluida en TBS (Tris HCl 50 mmol/L,
pH 7.6) per fer reaccionar la peroxidasa endogena del propi teixit. Seguidament, es
feien successius rentats amb les solucions tampd i es procedia a la preincubacié amb
10% de New Calf Serum (NCS), per al bloqueig d’unions inespecifiques. Posteriorment,
es realitzava la incubacié amb l'anticds primari, ja sigui Rabbit polyclonal anti-DCX
(18723, Abcam, 1:4000); o bé, Mouse anti-NeuN (MAB377, Chemicon, Millipore,
1:1000), diluit en una solucié de TBS-T i NSC al 5%, durant una hora a temperatura
ambient i durant tota la nit a 42C. Al dia segilient, es tornaven a fer rentats successius
en les diferents solucions tampd i s’incubava amb I'anticos secundari biotinilat, diluit en
TBS-T i NCS al 5% a temperatura ambient durant 1 h (per la immunohistoquimica de

DCX: Goat anti-rabbit 1gG, Biotin Conjugate, A16114, Thermo Fisher Scientific, 1:500;
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per la immunohistoquimica de NeuN: Goat anti-mouse IgG (H+L), Biotin Conjugate,
A16082, Thermo Fisher Scientific, 1:1000). Després de rentats successius, el teixit
s'incubava amb una solucié amb estreptatividina unida a peroxidasa del rave i diluida
en TBS-T (1:3600, SA-HRP conjugate, NEL 750001EA, Perkin Elmer) que s’uneix a la
biotina de I'anticos secundari i permet revelar la DAB. Després dels rentats successius,
es procedia al revelat mitjancant un kit de DAB (3,3’-Diaminobenzidine
tetrahydrochloride hydrate, SK-4200, Vector) i es deixava actuar durant 5 min
aproximadament. En cada placa hi havia almenys un pou per cada grup experimental. A
més, hi havia un pou que era control de I'anticos secundari (tenia anticos secundari,
perd no primari), que també servia de referéncia pel temps del revelat. Per ultim, es
feien els rentats successius amb les solucions tampd i les seccions eren muntades en
portaobjectes i es procedia a la deshidratacié mitjancant alcohols (50%, 70%, 95%,
100%) i finalment HistoClear. Per acabar, es cobria el teixit amb medi de muntatge
(Histomount mounting media, National Diagnostics).

El procediment de la immunohistoquimica d’lIbal es va realitzar amb algunes variacions
respecte el de NeuN i DCX. Les seccions, que estaven en constant agitacié a 80 r.p.m.,
es van incubar en una solucié de de H,0; al 0.15% (Panreac) diluida en aigua destil-lada
i metanol al 70% (Panreac) per fer reaccionar la peroxidasa endogena del propi teixit.
Seguidament, es feien successius rentats amb les solucions tampd i es procedia a la
pre-incubacié amb 10% de Fetal Bovine Serum (FBS) i 0.3% de Bovine Serum Albumin
(BSA) diluit en TBS-T (Tris HCl 50 mmol/L, pH 7.6 + 1% Tritd), per al bloqueig d’unions
inespecifiques. Posteriorment, es realitzava la incubacié amb I'anticos primari (1:800
Rabbit polyclonal anti-lbal, GTX100042, Genetex) diluit en la mateixa solucié bloqueig,
durant tota la nit a 42C. Al dia seglient, després d’una hora a temperatura ambient, es
tornaven a fer rentats successius en les diferents solucions tampd i s’incubava amb
I'anticos secundari biotinilat que havia estat diluit en glicerol préviament a la
congelacié, i aquest es diluia en la solucié bloqueig, a temperatura ambient durant 1
hora (Goat anti-rabbit 1gG, Biotin Conjugate, A1664, Thermo Fisher Scientific, 1:250,
equivalent a 1:500 sense diluir en glicerol). La resta de procediment es realitzava igual

gue en els altres procediments immunohistoquimics descrit.
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4.1.5.4 Quantificacioé de les céel-lules DCX+

La quantificacioé per a les cél-lules DCX+ es va realitzar en la capa granular del gir dentat
de I'hipocamp, tant de I'hemisferi ipsilateral a la lesié, com del contralateral. Es van
seguir els principis d’estereologia i per tant, es va fer un mostreig aleatori i sistematic
de les zones a quantificar (dissectors) dins una mateixa seccié. La coordenada
anteroposterior de la primera seccid es trobava aproximadament a -2.40 mm respecte
Bregma (Paxinos & Watson, 2007). Es va aplicar la técnica del dissector fisic, i es va
treballar amb imatges obtingudes amb un microscopi de platina motoritzada (Eclipse
TE2000-e), amb el software Metamorph i amb un objectiu de 40x a camp clar. Un cop
adquirides, les imatges eren processades amb Image J (Schindelin et al., 2012) per
generar un mosaic de la regid d’interes, i quantificades a partir d’aquests.
Posteriorment, es mesurava l'area de la regio d’interés i sobre aquesta s’aplicava una
quadricula amb I'Image J. L'area continguda en un quadre de la quadricula era el
dissector. Aquest contenia dos costats d’inclusié i dos costats d’exclusid, per evitar
quantificar dues vegades la mateixa cél-lula. La quantificacié es feia manualment,
utilitzant I'lmage J i també es comptava el numero de dissectors quantificats.
Finalment, s’aplicava la férmula del dissector fisic, per tal d’obtenir I'estimacié del total
de cel-lules en cada gir dentat (Nv) (veure Figura 16) i a partir d'aquesta, s’obtenia una
estimacid de la densitat (Ny/area) i una estimacié del nimero de cél-lules per seccio
(Nv/seccions). També es va calcular la mitjana de I'area mesurada. Val a dir que no es
treballava amb volum (ja que la quantificacio no es feia directament al microscopi, sind
a partir dels mosaics digitalitzats), sind a partir d’arees i per tant, la densitat
contemplava una area i no el volum d’una regio.

Tant l'estimacio del nimero de cél-lules DCX* com la seva densitat es van analitzar per

separat per a cada hemisferi i pel conjunt dels dos hemisferis.

N,= 2Q /(2 Sdis - h)
Figura 16: Formula dissector fisic. (Ny): Estimacio del total de cel-lules; (£Q7): sumatori de

cél-lules quantificades; (X S dis): nimero de dissectors quantificats x area dissector; (h): altura
dissector (s’ha considerat 1, doncs no es treballa amb volum, siné amb les arees).

Es va tenir en compte tota la capa granular com a area de referéncia. En total es van

quantificar entre 5 i 7 seccions per subjecte. En el mosaic, es va aplicar una quadricula
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amb una area per dissector de 8303 um? i es van quantificar un de cada dos dissectors

(veure Figura 17).

Figura 17: Exemple d'una mosaic de cel-lules DCX+ en el gir dentat amb la quadricula de

dissectors.

4.1.5.5 Quantificacio de les cél-lules NeuN+

La quantificacié de les cel-lules NeuN* es va realitzar a la PRhc i I'hilus del gir dentat,
tant de I’'hemisferi ipsilateral a la lesid, com del contralateral. Les mostres de NeuN en
ambdues regions es van obtenir amb el mateix equip (microscopi, software i
processament d’imatges) que I'emprat en les mostres de DCX, perd en aquest cas
I'objectiu era de 20x. En total es van quantificar 3 seccions per a cada subjecte, tant de
PRhc, com d’hilus, és a dir, una de cada 20 seccions. La coordenada anteroposterior de
la primera seccié de I'hilus es trobava, en promig, a -2.40 mm respecte a Bregma; en el
cas de la PRhc, la primera seccid corresponia aproximadament a -3.00 mm respecte
Bregma (Paxinos & Watson, 2007).

En la PRhc, el procediment de quantificacié era el mateix que per a la DCX, i es va
calcular el nimero de cel-lules estimades en la PRhc de cada hemisferi i en el conjunt
dels dos (Nv), la densitat de cél-lules NeuN* (Ny/area) i la mitjana de I'area mesurada.
En aquest cas, la quadricula era de 1245.5 um? (area del dissector) i es van quantificar
1 de cada 25 dissectors. En la Figura 18 es mostra un exemple de mosaic amb l'area de

la PRhc seleccionada.
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Figura 18: Mosaic de la PRhc amb marcatge NeuN i I'area de quantificacioé seleccionada.

Donat que I'hilus és una regié de poca densitat cel-lular, en comptes de fer una
estimacio del namero total de cél-lules a partir de les quantificades en dissectors
especifics, es va mesurar I'area d’aquesta regid i es van quantificar totes les cel-lules
NeuN+ contingudes dins d’ella. En la Figura 19 es mostra un exemple de l'area

quantificada en I'hilus.

Figura 19: Mosaic de I’hilus amb marcatge NeuN i I'area de quantificacié seleccionada.
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4.1.5.6 Quantificacié d’lbal

Finalment, la quantificacié del marcatge d’lbal es va realitzar en seccions de
I’"hipocamp dorsal tant en I’"hemisferi ipsilateral com en el contralateral. La primera
seccid es trobava, en promig, aproximadament a la coordenada anteroposterior -2.40
mm respecte a bregma (Paxinos & Watson, 2007).

En aquest cas, el procediment de quantificacié va ser distint, i a més es va realitzar en
primer lloc una valoracié qualitativa, seguida per l'analisi quantitativa. En l'analisi
quantitativa no es comptava el numero de cél-lules lbal+, sind I'area ocupada pel

marcador Ibal i la intensitat del marcatge.

Analisi qualitativa

Es van classificar entre 6 i 8 seccions per a cada subjecte en una escala gradual
analogica compresa entre — i +++++, a partir de la visualitzaci6 amb un microscopi
(Nikon Eclipse 80i) tant a magnificacidé a 4x com a 20x (veure Taula 2). La classificacié es
va fer a cegues, sense saber de quin grup experimental eren les seccions. Segons els
criteris utilitzats, una seccid es considerava — quan la majoria de ceél-lules Ibal*
presentaven una morfologia ramificada “resting”. Les seccions valorades com a ++++
corresponien a les que tenien un focus, definit com un agregat dens de cel-lules Ibal+
activades, o més d’un pre-focus (definits com a agregats de cel.lules Ibal

majoritariament activades, perd menys densos que els focus) (veure Figura 20).
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Figura 20: Imatges representatives de la classificacié qualitativa. A) Subjecte Sham; B) Subjecte
lesié; C) Pre-focus; D) Focus; E) Microglia amb morfologia ramificada “resting” i F) Microglia
amb morfologia amebiode “activada”.

Criteri de classificacio per a I’escala de puntuacio

+/- Marcatge més intens en hemisferi ipsilateral respecte el contra lateral.
Preséncia d’algunes cel-lules activades
4x | + La zona amb marcatge és més extensa que en +/-
++ La tincido permet distingir clarament les diferents regions de I"hipocamp

98



(CA1, CA2/3iGD). Les cél-lules activades no formen agregats

+++ Preséncia de petits focus o pre-focus amb marcatge intens en la formacid
hipocampal

+H++ Preséncia d’un focus o multiples pre-focus

+++++ Preséncia de multiples focus

+/- Poques cel-lules activades en un pla

+ Preséncia d'ambdds fenotips (cél-lules activades i “resting”) en el mateix

20x pla

++ Presencia de cél-lules activades facilment visibles

+++ La majoria de cel-lules estan activades o s'observa la presencia d’un pre-
focus

+H++ Preséncia com a minim d’un focus amb agregats de cél-lula Ibal*
dificilment diferenciades individualment o preséencia de multiples pre-focus

+++++  Multiples focus

Taula 2. Criteri de classificacio de la reactivitat de les cél-lules Ibal+ en I’'hipocamp dorsal amb
magnificacions a 4x i 20x.

Tenint en compte la valoracié del conjunt de totes les seccions, la reactivitat microglial

de cada subjecte era classificada en grau 0, 1, 2 o 3, d’acord amb el criteri indicat en la

Taula 3.
Criteri de classificacio per al grau de reactivitat
Grau 0 Maxim 1 seccié amb +
Graul Minim 2 seccions amb +/- o0 1 seccié amb +++
Grau 2 Minim 2 seccions amb +++ 0 1 seccid amb ++++
Grau 3 Minim 2 seccions amb ++++ 0 1 seccid amb +++++

Taula 3. Criteri de classificacid per graus de la reactivitat de les cel-lules Ibal+ en I’hipocamp
dorsal.

Analisi guantitativa

Lanalisis quantitativa es va realitzar en 3 de les seccions de cada animal. En concret, es
van quantificar la tercera, cinquena i setena seccio de la serie, és a dir, una de cada 20
seccions. La cinquena i setena seccions presentaven cavitat de lesio, i en alguns casos la
tercera també, encara que en aquest cas la cavitat era molt petita. Es van digitalitzar a
camp clar les seccions amb una camera digital DXM1200 Nikon acoblada a un
microscopi Nikon Eclipse 80i connectat a un ordinador amb el software ACT-1 2.20
(Nikon Corporation).

Per a cada seccié es van realitzar una mitjana de 10 fotografies consecutives

comencant per la linia mitja del cervell i resseguint en meandre tot |"hipocamp dorsal,
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a una magnificacié de 10x, tant en I"hemisferi ipsilateral com en el contralateral a la
lesié. En total es van analitzar un total aproximat de 2500 fotografies. La representacid

de l'obtencid de les imatges es pot veure a la Figura 21.
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Figura 21: Il-lustracié d’una seccié coronal del cervell de rata a -3.24 mm de Bregma. Els
quadres representen els llocs on es van realitzar fotografies i els nimeros l'ordre en qué es van
fer. Imatge adaptada del Paxinos (Paxinos & Watson, 2007).

Es va utilitzar el software AnaIySIS® per a l'analisi i quantificacié del marcatge de

cel-lules Ibal.

Per a cada fotografia es van mesurar les seglients variables: % de I'area ocupada pel
marcatge en la regié d’interes i la mitjana del valor de gris (Mean Gray Value, MGV). El
MGV és un valor d’intensitat i pot esta compres entre 0 i 255. A menor valor de MGV,
major intensitat de marcatge. Per tal que la interpretacié del MGV fos més intuitiva,
vam realitzar la diferéncia entre el valor maxim que pot assolir (255) i el MGV obtingut
en cada fotografia. D’aquesta manera, com més alt és el valor del MGV, major és la

intensitat de marcatge d’lbal.

4.1.6 Analisis estadistiques

Les analisis de dades es van realitzar principalment mitjancant el paquet Deducer
(Fellows, 2012) del programa R (R Development Core Team, 2011). Per examinar
I'existencia de diferéncies entre els grups experimentals es van utilitzar analisis de la
variancia (ANOVA), amb els posteriors contrastos post hoc (metode Benjamini-

Hochberg, BH) per a la comparacié de parelles de grups en cas necessari, a excepcid
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dels resultats d’Ibal en qué es va utilitzar el métode Bonferroni).

També es van portar a terme proves t de Student per a una mostra per tal de
determinar, dintre de cada un dels grups experimentals, si els indexs de discriminacid i
diverses mesures macroscopiques del teixit cerebral eren estadisticament diferents a
un valor de referéncia. Les proves t de Student per a mostres independents van ser
utilitzades per comparar variables d’exercici fisic en els dos grups que tenien accés a les
rodes d’activitat durant el mateix periode temporal de I'experiment.

Es van realitzar també proves de correlacid de Pearson i de regressio linial per
determinar la possible relacié entre diferents variables quantitatives.

Pel que fa a les dades qualitatives, es van analitzar mitjangant taules de contingencia i
valors de Chi quadrat.

Finalment, les variables registrades a les diferents sessions d’habituacid i algunes de les
variables histologiques es van analitzar mitjancant el paquet estadistic SPSS (IBM),
versié 17.0, utilitzant analisis multivariants de la variancia (MANOVA) per a un factor
intrasubjecte (sessié d’entrenament o seccid cerebral analitzada) i un factor
entresubjecte (grups experimentals). Amb aquest mateix paquet estadistic, i per tal
d’examinar l'evolucié d’aquestes variables al llarg de les sessions o en funcié de la
seccid cerebral (en cas necessari), aixi com l'evolucié temporal de I'exercici fisic, es van

realitzar contrastos polinomials.

4.2 Resultats

4.2.1 Estat dels subjectes i evolucié del pes

Cap animal va morir com a consequéncia de la lesid traumatica, ni va haver de ser
sacrificat per criteris de punt final. Un subjecte no va sobreviure a la intervencié
quirdrgica, degut a problemes amb l'anestésia. De la resta dels subjectes, 1 va ser
eliminat, perque en les proves histologiques no es va detectar cavitat de lesié i altres 5
van ser eliminats de les analisis estadistiques per no complir els criteris d’exploracio
minima durant I'adquisicié i/o retencié de la MRO. Per tant, la mostra final utilitzada
per a les analisis dels resultats és de 70 subjectes (Sham: 15, L-sed: 17, L-sed-exe: 13,

L-exe-sed: 13 i L-exe-exe: 12).
A l'inici de I'experiment, en el primer dia de handling, FANOVA indica diferencies de pes
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entre els diferents grups experimentals [F,58=3.38; p=0.015]. Concretament, la
mitjana de pes del grup L-exe-exe era significativament més alta que la dels grups Sham
(p=0.037), L-sed (p=0.037), L-exe-sed (p=0.014). Tenint en compte aquestes diferéncies
inicials degudes a l'atzar, les analisis del pes en cada una de les fases posteriors de
I'experiment es van fer introduint en les ANOVA els valors del pes inicial com a
covariable. Aquestes analisis indicaren que la covariable era significativa pel que fa al
pes el dia de la cirurgia [F(s3,1)=98.01; p<0.001] i en el post-operatori [F(7,1)=34.73;
p<0.001], perd en canvi no ho era el factor grup. Aixo vol dir que el pes en aquestes
sessions ve influit pel pes inicial i no per possibles efectes del tractament. En canvi, les
analisis del pes just a l'inici de I'entrenament en MRO indicaren un efecte significatiu
del grup [F(s3,4=4.99; p=0.002] i una manca de significacié de la covariable. Aquestes
diferencies entre grups eren degudes al fet que el pes del grup L-exe-exe era inferior al
dels grups Sham (p=0.002), L-sed (p=0.002), L-exe-sed (p=0.004), mentre que no diferia

significativament del grup L-sed-exe.

Aixi mateix, es va fer una analisi de la variancia de I'increment de pes experimentat
pels animals dels diferents grups entre el primer dia de handling i el primer dia
d’entrenament en MRO (Figura 22). Aquestes analisis indicaren diferéncies
significatives entre els grups [Fue6=5.11; p=0.001). Les comparacions post hoc
indicaren que l'increment de pes del grup L-exe-exe era significativament inferior al
dels altres grups (respecte als grups Sham, L-sed i L-exe-sed: p<0.001; respecte al grup
L-sed-exe: p=0.041). D’altra banda el grup L-sed-exe també mostrava un increment de
pes significativament inferior al del grup L-exe-sed (p=0.041), aixi com una tendeéncia a

la significacio respecte als grups Sham (p=0.08) i L-sed (p=0.06).
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Figura 22: Increment de pes en els diferents grups experimentals al llarg de 'experiment. Cada
valor representa la mitjana SEM. ANOVA: *Diferéncies respecte al grup L-sed-exe, *(p<0.05);
+Diferéncies respecte al grup L-exe-exe +(p<0.05), ++(p<0.01).

4.2.2 Evolucio de I'exercici fisic: distancia, temps i velocitat

Es va enregistrar diariament el temps i la distancia recorreguda dels subjectes que
realitzaven exercici fisic (L-sed-exe: 13, L-exe-sed: 13 i L-exe-exe: 12). Per problemes
tecnics, en el grup L-exe-sed es van perdre les dades d’un subjecte i també es van
perdre les dades del temps en la setmana 2 d’exercici d’un altre subjecte d’aquest grup
(n=11 0 12, segons la variable). En la Figura 23 es mostren representats graficament els

valors mitjans, per setmana, dels metres, temps i velocitat diaris.
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Figura 23: Mitjanes per setmana A) de la distancia diaria (metres) recorreguda en la roda
d’activitat, B) del temps diari (minuts) d’exercici en la roda d’activitat i C) de la velocitat diaria
(metres per segon) d’exercici en la roda d’activitat.
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Donat que el moment en qué s’introduia I'exercici o la durada del mateix eren
diferents en funcié del grup, les variables d’exercici es van analitzar de diferents
maneres. En primer lloc, es van comparar les mitjanes per setmana dels metres diaris
recorreguts en les tres primeres setmanes d’exercici (setmana 1, 2 i 3) per a cadascun
dels grups, tenint en compte que la setmana 3 era la darrera setmana d’exercici dels
grups L-exe-sed i L-sed-exe, perd no del grup L-exe-exe, ja que aquest grup corria un
total de 7 setmanes. L'ANOVA indica diferéncies en la setmana 1 [F(2,34=3.28; p=0.049]
i en la setmana 3 [F(2,34=4.97; p=0.013]. Concretament, les analisis post hoc van revelar
que el grup L-sed-exe tendia a cérrer significativament menys metres que el L-exe-sed
durant la primera (p=0.052) i la tercera (p=0.077) setmana, i corria significativament
menys que el L-exe-exe (p=0.012) en la tercera setmana d’exercici.

Les mateixes analisis respecte a la mitjana diaria del temps que les rates passaven fent
exercici en la roda, van indicar una tendeéencia a la significacié en la setmana 2 d’exercici
[F(2,33=2.82; p=0.074], i diferencies en la setmana 3 [F(2,34)=6.47; p=0.004]. Les analisis
post hoc van revelar que el grup L-sed-exe tendia a presentar temps diaris en roda
inferiors als del grup L-exe-exe en la setmana 2 (p=0.072) i significativament inferiors
en la setmana 3 (p=0.003).

No es van trobar diferéncies estadisticament significatives en la mitjana per setmanes
de la velocitat diaria de les 3 primeres setmanes d’exercici fisic entre els tres grups
d’exercici, a excepcid d’una tendéncia en la setmana 1 (p=0.085).

Per altra banda, donat que el grup L-sed-exe comencava |'exercici 4 setmanes més tard
que els altres dos grups d’exercici, es van fer les comparacions anteriors sense el grup
demorat (L-sed-exe). La prova t de Student per a mostres independents, indica que la
velocitat mitjana a la setmana 1 [t(22)=1.77; p=0.091] del grup L-exe-sed tendia a ser
superior a la del grup L-exe-exe, mentre que el temps mig a la setmana 3 tendia a ser

superior en el grup L-exe-exe respecte al grup L-exe-sed [t(22)=-1.99; p=0.06].

També es va realitzar la prova t de Student per a mostres independents per comparar
les mateixes variables (distancia, temps i velocitat diaria per setmanes) perd en aquest
cas, durant les Ultimes 3 setmanes de I'experiment, entre els dos grups que feien
exercici en aquesta fase experimental (grup L-sed-exe: setmanes 1, 2 i 3 d’exercici;

grup L-exe-exe: setmanes 5, 6 i 7). La prova indica que durant la primera i segona
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setmanes d’exercici del grup L-sed-exe, aquest presentava una distancia diaria mitjana
(setmana 1: tp3=-12.24, p<0.001; setmana 2 t;23=-7.48, p<0.001), i un temps mig
d’exercici diari (setmana 1: [t(23)=-23.66, p<0.001]; setmana 2: [t(23=-9.55, p<0.001])
inferiors que els del grup L-exe-exe. La velocitat mitjana diaria del grup L-sed-exe
també era significativament inferior a la del grup L-exe-exe durant la setmana 1 [t(23)=-
4.08; p<0.001], i aquesta diferencia tendia a la significacié estadistica durant la
setmana 2 (p=0.07). En I'Gltima setmana d’exercici dels dos grups (setmana en que es
realitzava I’'entrenament en la MRO), la prova t de Student va revelar que tant la
distancia [t(23)=-4.00; p<0.001], com el temps [t(23)=-4.25; p<0.001], pero no la velocitat,
seguien sent inferiors en el grup L-sed-exe respecte el grup L-exe-exe.

Finalment, es va analitzar I'evolucié al llarg de les setmanes de la distancia correguda
en la roda d’activitat en cada grup d’exercici per separat. El contrast polinomial indica
una evolucid lineal ascendent, tant en el grup L-exe-sed [t=3.98; p=0.02], com en el
grup L-sed-exe [t=3.24; p=0.008]. En canvi, I'evolucié del grup L-exe-exe, s’ajustava
tant a una funcid lineal [t=6.84; p=<0.001], com quadratica [t=-9.38; p<0.01]. Aixo
indica una evolucid lineal ascendent fins a la setmana 5, a partir de la qual s’observava

una disminucid.

4.2.2.1 Relacid entre els nivells d’exercici fisic i I'increment de pes

Donat que I'exercici fisic pot afectar el pes corporal i que el grup L-exe-exe va mostrar
un guany de pes inferior al dels altres grups al llarg de I'experiment, es va fer una
analisi de la correlacid de Pearson entre la mitjana per setmana dels metres diaris
correguts en la roda d’activitat i I'increment de pes. Com era d’esperar, els animals que
corrien més metres presentaven un increment de pes inferior al llarg de les setmanes.
Els resultats es mostren en la Taula 4. En canvi, en els altres grups d’exercici no es van

trobar correlacions significatives entre aquestes variables.
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Metres Metres Metres Metres Metres
setmanad4 setmana5 setmana6 setmanaZ7 | acumulats
Increment de pes -0.73 -0.8 -0.61 -0.78 -0.66
(p=0.012) (p=0.003) (p=0.048) (p=0.005) (p=0.028)

Taula 4: Correlacions entre I'increment de pes des del handling fins al primer dia de MRO i la
mitjana per setmana dels metres diaris correguts a la roda. Mostra: L-exe-exe (n=11).

4.2.3 Memoria de Reconeixement d’Objectes

Habituacio

Pel que fa a I'activitat locomotora durant les sessions d’habituacid, la MANOVA indica
que ni el factor grup ni la interaccid grup x sessio eren significatius. En canvi, si que era
significatiu el factor sessié [F(2=17.63; p<0.001]. El contrast polinomial mostra que
I’evolucié de I'activitat locomotora s’ajustava a una funcié lineal [t=-5.20; p<0.001] i
quadratica [t=3.52; p<0.001], indicant una disminucié entre la primera i la segona

sessions i una estabilitzacio entre la segona i la tercera (Figura 24).

Locomotor activity during Habituation test

75 q

60
—a—Sham

-o--L-sed
45

-<o--L-sed-exe

20 4 o—L-exe-sed

Distance traveled (m)

——L-exe-exe

15

1 2 3

Session

Figura 24: Mitjana + SEM de I'activitat locomotora dels 5 grups experimentals en cadascuna de
les 3 sessions d’habituacio.

D’altra banda, pel que fa a les defecacions durant les sessions d’habituacid, les analisis
indicaren que ni el factor grup ni la interaccidé grup x sessio eren significatius, pero si
era significatiu el factor sessié [F(2)=6.99; p=0.001]. El contrast polinomial indica que

I'evolucié de les defecacions s’ajustava a una funcié quadratica [t=4.20; p<0.001],
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doncs van disminuir entre les sessions 1i 2, i van tornar a augmentar entre les sessions

2 i 3 (Figura 25).

Defecations during Habituation test

2,5 -
—s—Sham
--o--L-sed

--0---sed-exe

o—|-exe-sed

Number of defecations

—— |L-exe-exe

Session

Figura 25: Mitjana + SEM de les defecacions dels 5 grups experimentals en cadascuna de les 3
sessions d’habituacid.

Neofobia

Aquesta prova permet estudiar la tendéncia dels animals a explorar un objecte
desconegut en un entorn conegut. En la Figura 26 es pot veure la laténcia i el temps

d’exploracio a I'objecte, aixi com I'activitat locomotora durant el test de neofobia.

Pel que fa a I'activitat locomotora, les analisis estadistiques (ANOVA) van indicar un
efecte significatiu [F,65=2.54; p=0.048]. Les comparacions entre grups només van
mostrar una tendéncia a la significacid, en el sentit que el grup L-exe-exe mostrava una

menor activitat locomotora que el grup L-sed-exe (p=0.072).

Per a les analisis estadistiques de la laténcia d’exploracid de I'objecte es va eliminar un
animal del grup L-exe-exe que no va explorar en tota la sessid, malgrat mostrar una
exploracié normal en la resta de sessions de MRO. Aquestes analisis indicaren una

tendencia a la significacid [Fa,64=2.27; p=0.071], pero els contrastos post hoc no van
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Distance traveled {m)

mostrar diferéncies entre grups. Tampoc es van trobar diferencies entre grups en el

temps d’exploracié de I'objecte.

Neophobia Test

A) Locomotor activity B) Latency to explore the object

30 - 100 -
80
60

40 A

Latency (sec)

20 4

Q) Object exploration
140 4

120 1 0 Sham

100 A 7 M L-sed

30 4 L-sed-exe
H L-exe-sed
L-exe-exe

60 4

a0

Object exploration (sec)

20 A

. N

Figura 26: Variables analitzades durant el test de Neofobia: A) Activitat locomotora; B) Laténcia
d’exploracid de I'objecte; C) Temps d’exploracié de I'objecte. Cada valor representa la mitjana
+SEM.

Adquisicio

L’ANOVA no indica diferéncies entre grups ni en la laténcia d’exploracio dels objectes,
ni en el temps total d’exploracié dels dos objectes, aixi com tampoc en I’activitat
locomotora durant el test. En la Figura 27 es pot veure el temps d’exploracio total dels

objectes per a cada grup experimental.
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Acquisition Test

Objects exploration

80

O Sham
M L-sed

L-sed-exe

60

W L-exe-sed

L-exe-exe

20 +

Objects exploration [sec)

Figura 27: Temps total d’exploracié dels objectes durant el test d’adquisicié. Cada valor
representa la mitjana +SEM.

Retencio 1 (3 hores)

La prova t de Student per a una mostra indica que l'index de discriminacié era
significativament superior a 0 en els grups Sham [t14)=2.72; p=0.017], L-sed-exe
[t(12)=3.22; p=0.007], L-exe-sed [t(12)=3.06; p<0.01] i L-exe-exe [t(11)=2.40; p=0.04]. En
canvi, en el grup L-sed només es va observar una tendencia a la significacid
[t16)=2.01; p=0.062]. Per tant, el grup sense lesid i els tres grups tractats amb exercici
fisic recordaven I'objecte familiar, mentre que el grup amb lesid i sense tractament no

discriminava entre els dos objectes. Els resultats es mostren en la Figura 28.

Els resultats obtinguts en I’ANOVA no van indicar diferéncies significatives entre els
diferents grups, ni el temps total d’exploracid dels objectes, ni en l'index de

discriminacio.
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Retention Test 1 (3 hours)

Discrimination Index

OSham
W L-sed
L-sed-exe
B L-exe-sed

L-exe-exe

Figura 28: index de discriminacié en el test de retencié 1. Cada valor representa la mitjana
+SEM. °Diferéncies respecte 0 en la prova t de Student per una mostra: °(p<0.05), *°(p<0.01).

Retencio 2 (24 hores)

Degut a problemes técnics durant I'enregistrament de la retencié 2 es van perdre les
dades d’un subjecte del grup L-sed. Per tant, la mostra final estava formada per un

total de 69 subjectes (Sham: 15, L-sed: 16, L-sed-exe: 13, L-exe-sed: 13 i L-exe-exe: 12).

La prova t de Student per a una mostra indica que I'index de discriminacid era superior
a 0 en els grups Sham [t(14=5.16; p<0.001], L-sed-exe [t(12)=6.44; p<0.001], L-exe-sed
[t(12=4.94; p<0.001] i L-exe-exe [t(11)=3.61; p=0.004]. En canvi, 'index de discriminacid
no diferia significativament de 0 en el grup L-sed [t5=1.55; p=0.142]. Per tant, tant el
grup Sham com els tres d’exercici recordaven |'objecte familiar, mentre que el grup
L-sed no discriminava entre els dos objectes. Els resultats relatius a l'index de

Discriminacié es poden veure en la Figura 29.

L’ANOVA indica diferencies significatives entre grups en l'index de discriminacid
[F(a,64=3.46; p=0.012]. Les analisis post hoc van revelar que el grup L-sed tenia un index
de discriminacié estadisticament inferior als grups Sham (p=0.03), L-sed-exe (p=0.017) i
L-exe-sed (p=0.048). Per tant, els resultats posen de manifest I'efecte de la lesid i la
reversié d’'aquest déficit mitjancant dues pautes de tractament amb exercici fisic. No
es van trobar diferencies significatives entre els grups en el temps total d’exploracié

dels objectes.
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Retention Test 2 (24 hours)

Discrimination Index

60 -

O Sham
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W L-sed
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Figura 29: index de discriminacié en el test de Retencié 2. Cada valor representa la mitjana
+SEM. °Diferéncies respecte 0 en la prova t de student per una mostra: °°(p<0.01). ANOVA:
#Diferencies respecte Sham #(p<0.05); *Diferencies respecte L-sed-exe *(p<0.05); ®Diferencies
respecte L-exe-sed X(p<0.05).

4.2.3.1 Relacié entre les diferents sessions de la MRO

Per tal d’estudiar si hi havia correlacié entre diferents test de la MRO es van realitzar
correlacions de Pearson amb la mostra global de subjectes i per cada grup
experimental per separat. No es va trobar cap correlacié significativa entre I'exploracié
dels objectes durant les diferents sessions de la MRO (neofdbia, adquisicio, retencié 1 i
retencié 2) i els indexs de discriminacié 1 i 2. Tampoc es va trobar cap correlacié

significativa entre els indexs de discriminacié 1 2.

4.2.3.2 Relacié entre I'increment de pes i la MRO

Tenint en compte les diferencies de pes entre els grups, es va analitzar la relacié entre
I'increment de pes i variables d’exploracié i aprenentatge, tant en la mostra global,
com en cada grup per separat. Per a la mostra global es van trobar correlacions
positives entre l'increment de pes i I'exploracié en el test de neofobia
(r=0.33; p=0.009) i entre I'increment de pes i I'exploracié durant el test de retencid a

les 3 h (r=0.31; p=0.013). Pel que fa cada grup per separat, només es van trobar
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correlacions significatives i positives en els grups L-sed i L-exe-exe. Els resultats es

mostren en les Taules 5i 6.

Exploracié Exploracié index de discriminaci6 1
Neofobia Adquisicio
Increment de pes 0.54 0.55 0.60
(p=0.031) (p=0.028) (p=0.015)

Taula 5: Correlacions entre I'increment de pes des del handling fins al primer dia de MRO i
variables de la MRO. Mostra: L-sed (n=16).

Exploracié index de Exploracio test de retencio 2
Neofobia discriminacio 1
Increment de pes 0.62 0.62 0.71
(p=0.044) (p=0.043) (p=0.015)

Taula 6: Correlacions entre l'increment de pes des del handling fins al primer dia de MRO i
variables de la MRO. Mostra: L-exe-exe (n=11).

4.2.3.3 Relacié entre el nivell d’exercici i la MRO

Estudi correlacional

La relacié entre el nivell d’exercici i la MRO es va analitzar en primer lloc mitjancant

correlacions de Pearson.

No es va trobar cap correlacid significativa entre les variables d’exercici (distancia i
temps) i I'execucié dels animals en la MRO per a la mostra de tots els grups
experimentals, aixi com tampoc separadament per al grup L-exe-sed. Ara bé, en el
grup L-exe-exe es van trobar correlacions negatives entre el temps en roda durant les
tres Ultimes setmanes de I'experiment i I'index de discriminacié en el test a les 3 h
(r=-0.76; p=0.004), aixi com amb I'exploracié total dels objectes durant aquesta sessid
(r=-0.60; p=0.039). En canvi, en el grup L-sed-exe es va trobar una correlacié positiva
entre el temps durant les tres setmanes d’exercici i I'index de discriminacié 2

(r=0.56; p=0.049).
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Analisi de la MRO en funcio del nivell d’exercici

Per altra banda, la possible influencia, sobre la MRO, del temps corregut es va estudiar
distribuint els subjectes dels grups d’exercici en 3 categories (nivell baix, nivell mig i
nivell alt), en funcid del temps acumulat que corrien en la roda d’activitat al llarg de tot
el periode d’exercici. Per sota del primer quartil es considerava “nivell baix” en la roda
d’activitat (Q1=881.4), els subjectes que es trobaven entre el primer quartil i per sota

I “"

del tercer es van classificar a “nivell mig” i a partir del tercer quartil “nivell alt”
(Q3=8760.6). En la Taula 7 es mostren les mitjanes i les desviacions estandars per al
temps acumulat en la roda d’activitat durant totes les setmanes d’exercici de cada

grup d’exercici.

L-sed-exe L-exe-sed L-exe-exe
Temps Acumulat 1352.8 2132.6 9959.4
(1057.9) (1378.6) (1377.44)

Taula 7: Mitjana (en negreta) i desviacié estandard (entre parentesi) del temps acumulat en
la roda d’activitat per a cada grup d’exercici.

En la Taula 8 es mostra la distribucid dels subjectes dels diferents grups d’exercici, en
funcié de les 3 categories de temps acumulat en la roda d’activitat. Com es pot veure

cap subjecte dels grups que feien exercici només durant 3 setmanes es classificava en

“nivell alt”.
L-sed-exe L-exe-sed L-exe-exe n
Nivell baix 7 2 0 9
Nivell mig 6 9 3 18
Nivell alt 0 0 9 9
n 13 11 12 36

Taula 8: Distribucio dels subjectes dels grups amb exercici, en funcié de les 3 categories de
temps acumulat en la roda d’activitat.

L’ANOVA indica una tendéncia a la significacié (p=0.055) en I'index de discriminacio en
la retencid 2. Aquesta tendeéncia es deu al fet que la mitjana de I'index de discriminacié
de la retencio 2 és més alta en els animals de la categoria “nivell mig” que en els de les
altres dues. Les analisis post hoc indicaren que I'index de discriminacio 2 dels subjectes

de “nivell mig” tendia a ser estadisticament superior al del subjectes de “nivell alt”
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(p=0.066), tal com es pot observar en la Figura 30. No es van trobar diferéncies entre
les tres categories ni en I'index de discriminacié 1, ni en el temps total d’exploracié

dels objectes en cap dels tests de retencid.

Retention Test 2 (24 hours)

Discrimination Index

60 -

W Low
40 - .
O Medium

30 4 MW High
20 -

10 +

Figura 30: index de discriminacié en el test de Retencié 2. Cada valor representa la mitjana
+SEM.

4.2.4 Avaluacié macroscopica de la lesio
La mostra utilitzada per fer les valoracions macroscopiques estava formada per 56

subjectes (Sham: 14, L-sed: 11, L-sed-exe: 11, L-exe-sed: 10 i L-exe-exe: 10).

Pel que fa a les variables relacionades amb les caracteristiques macroscopiques de la
lesid, I’ANOVA no indica diferéncies entre els grups amb TBI, ni en la coordenada d’inici
de la cavitat de la lesid, ni en la profunditat maxima de la cavitat. En la Taula 9 es

presenten els descriptius per a aquestes variables.

L-sed L-sed-exe | L-exe-sed | L-exe-exe Tots els
grups lesio
Coordenada inici cavitat -2.73 -3.04 -2.78 -2.58 -2.79
lesié (respecte Bregma) (0.64) (0.84) (0.80) (0.70) (0.74)
Profunditat maxima cavitat 1.13 1.1 0.94 0.89 1.02
(mm) (0.51) (0.40) (0.24) (0.45) (0.41)

Taula 9: Mitjana (en negreta) i desviacié estandard (entre paréntesi) de les variables relatives a
la lesid en cada grup de lesid i en el global dels grups lesié.
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Les proves t de Student per a una mostra indicaren que la ratio interhemisférica de
I’hipocamp dorsal era significativament inferior al valor de referéncia (100) en tots els
grups de lesid: L-sed [t(10=-4.07; p=0.002], L-sed-exe [t(10=-2.46; p=0.034], L-exe-sed
[t©9)=-2.69; p=0.025] i L-exe-exe [ti9)=-3.42; p=0.008], mentre que no diferien d’aquest
valor en el grup Sham. L'ANOVA indica |’existéncia de diferencies entre grups [F(, s1)=
3.28; p=0.018]. Les comparacions post hoc van mostrar que els grups L-sed (p=0.033) i
L-exe-exe (p=0.025) presentaven una ratio d’hipocamp inferior respecte el grup Sham.
En canvi, la ratio interhemisférica dels grups L-sed-exe i L-exe-sed no diferia

significativament del grup Sham. Aquests resultats es poden veure en la Figura 31.

Hippocampal interhemispheric ratio

120 4

100 ~f—--mcmmoe- S q—---------;------...f‘i ------ OSham
W L-sed

80 4
L-sed-exe

60
M L-exe-sed

a0 L-exe-exe

20 A

Figura 31: Ratio interhemisferica de la formacié hipocampal. Cada valor representa la mitjana
+SEM. °Diferéncies respecte 100 en la prova t de Student per una mostra: °(p<0.05),
°°(p<0.01); ANOVA: #Diferéncies respecte Sham #(p<0.05).

4.2.4.1 Relacid entre les mesures macroscopiques i altres variables

No es va trobar cap correlacido significativa entre les mesures macroscopiques
(profunditat maxima de la cavitat, ratio interhemisférica hipocampal) i les variables

relatives a I’exercici i a la MRO.
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4.2.5 Neurogénesi en el gir dentat

Degut a problemes en el teixit, no es van poder quantificar 5 animals, i donat que ja
s’havien exclos 6 subjectes previament, les analisis es van dur a terme en 60 animals
en I'hemisferi esquerre (Sham: 12, L-sed: 14, L-sed-exe: 12, L-exe-sed: 10 i
L-exe-exe: 12) i 59 animals en I’hemisferi dret i en el total dels dos hemisferis (Sham:

12, L-sed: 14, L-sed-exe: 11, L-exe-sed: 10 i L-exe-exe: 12).

Les Figures 32 i 33 mostren imatges representatives dels diferents grups experimentals

en I'hemisferi ipsilateral i en el contralateral a la lesié.

Figura 32. | Imatges representatives de mosaics de gir dentat de I’hemisferi ipsilateral a la lesié
realitzats a partir de microfotografies de seccions processades per a immunohistoquimica de
DCX+ de cada grup experimental.
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Figura 33: Imatges representatives de mosaics de gir dentat de I"hemisferi contralateral a la lesid
realitzats a partir de microfotografies de seccions processades per a immunohistoquimica de DCX+
de cada grup experimental.

4.2.5.1 Quantificacio del numero de cel-lules DCX+

En la Figura 34 es mostra graficament el nimero mig de cel-lules DCX+ estimades per
seccié en el gir dentat en els hemisferi ipsilateral i contralateral. LANOVA indica
diferéncies entre grups en el nimero estimat de cél-lules DCX+ per seccié tant en
I’hemisferi ipsilateral a la lesid [F(s,s4= 4.56; p=0.003], com en el contralateral [F(s,55)=
7.21; p<0.001]. Les comparacions post hoc indicaren que en I’hemisferi ipsilateral el
numero estimat de cel-lules DCX+ per seccid era significativament major en els grups
L-sed-exe i Sham en comparacié als grups L-sed (p=0.018 i p=0.012, respectivament) i
L-exe-sed (p=0.035 i p= 0.018, respectivament). També indicaren que en I'hemisferi
contralateral els grups L-sed-exe i L-exe-exe presentaven un nimero de cel-lules DCX+
per seccié significativament major que els grups L-sed (p=0.002 i p=0.009,
respectivament), L-exe-sed (p=0.002 i p=0.005, respectivament) i Sham (p=0.003 i

p=0.014, respectivament).
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Estimated DCX+ cells/section

A) Contralateral hemisphere (left) B) Ipsilateral hemisphere (right)
250 7 250 4 |:| Sham
B L-sed
200 1 200 7 L-sed-exe
M L-exe-sed
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100 4 100 +

Number of DCX+ cells

50 A 50 1

Figura 34: Cel-lules estimades DCX+ per seccié en el gir dentat, per a cada grup experimental.
A) hemisferi contralateral a la lesid; B) hemisferi ipsilateral a la lesié. Cada valor representa la
mitjana £+SEM. ANOVA: #Diferencies respecte Sham #(p<0.05); *Diferéncies respecte L-sed-exe
*(p<0.05), **(p<0.01); +Diferencies respecte L-exe-exe +(p<0.05), ++(p<0.01).

L’ANOVA també indica diferencies entre els grups en el nombre de cél-lules estimades
per seccié en el total dels dos hemisferis [Fa,54= 5.99; p<0.001]. El total de cél-lules
estimades per seccid era significativament major en el grup L-sed-exe respecte als
grups Sham (p=0.026), L-sed (p=0.001) i L-exe-sed (p=0.001). | també era
significativament major en el grup L-exe-exe respecte els grups L-sed (p=0.021) i

L-exe-sed (p=0.021). Els resultats es mostren en la Figura 35.

Total estimated DCX+ cells/section
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Figura 35: Cel-lules estimades DCX+ per seccid en el gir dentat dels dos hemisferis. Cada valor
representa la mitjana +SEM. ANOVA: *Diferéncies respecte L-sed-exe *(p<0.05), **(p<0.01);
+Diferéncies respecte L-exe-exe +(p<0.05), ++(p<0.01).
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En la Figura 36 es mostren els resultats corresponents a la densitat de cel-lules DCX+.
L’analisi estadistica va mostrar resultats semblants pel que fa a la densitat de cel-lules
DCX+ per mm?2. L’ANOVA indica diferéncies tant en I'hemisferi ipsilateral a la lesid
[Faas4= 5.95; p<0.001], com en el contralateral [F@ss= 6.25; p<0.001]. Les
comparacions post hoc van indicar que el grup L-sed-exe tenia una densitat de cel-lules
DCX+ significativament superior respecte als grups L-sed (ipsilateral: p=0.003;
contralateral p=0.002), L-exe-sed (ipsilateral: p=0.005; contralateral: p=0.002), i també
respecte al Sham en I’hemisferi contralateral (p=0.005). Per la seva banda el grup L-
exe-exe presentava una densitat significativament superior de cél-lules DCX+ que el
grup L-sed en els dos hemisferis (ipsilateral: p=0.035; contralateral: p=0.016) i que els
grups L-exe-sed i Sham en [I'hemisferi contralateral( p=0.016 i p=0.045,
respectivament). A més, en el grup L-exe-exe la densitat de cél-lules DCX+ en
I’hemisferi ipsilateral tendia a ser significativament superior que en el grup L-exe-sed
(p=0.052). Finalment, ’ANOVA indica que el grup Sham presentava una major densitat
de cel-lules DCX+ en I’hemisferi ipsilateral que els grups L-sed (p=0.008) i L-exe-sed

(p=0.014).

DCX+ cells Density

A) Contralateral hemisphere (left) B) Ipsilateral hemisphere (right)
800 1 800 -
700 A 700 g Sham
600 4 W L-sed
500 A L-sed-exe
400 - W L-exe-sed

+

) — -
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200 4

100 1
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1

Figura 36: Densitat de cél-lules DCX+ per mm? en el gir dentat per a cada grup experimental A)
hemisferi contralateral a la lesid; B) hemisferi ipsilateral a la lesié. Cada valor representa la mitjana
+SEM. ANOVA: #Diferéncies respecte Sham #(p<0.05), ##(p<0.01); *Diferéncies respecte L-sed-exe
*(p<0.05), **(p<0.01); +Diferencies respecte L-exe-exe +(p<0.05), ++(p<0.01).

Pel que fa la densitat considerant conjuntament els dos hemisferis, ’ANOVA també
indica diferencies entre grups [F,54= 8.02; p<0.001]. Les analisis post hoc obtingudes

indicaven que la densitat total de cel-lules DCX+ era significativament superior en el
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grup L-sed-exe respecte als grups Sham (p=0.005), L-sed (p<0.001) i L-exe-sed
(p<0.001). També el grup L-exe-exe presentava una densitat total significativament
superior de cél-lules DCX+ en comparacié als grups L-sed (p=0.005) i L-exe-sed

(p=0.005). Els resultats es mostren en la Figura 37.
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Figura 37: Densitat de cél-lules DCX+ en mm? en el gir dentat de I’hipocamp dels dos hemisferis
cerebrals. Cada valor representa la mitjana +SEM. ANOVA: *Diferéncies respecte L-sed-exe
**(p<0.01); +Diferéncies respecte L-exe-exe +(p<0.05), ++(p<0.01).

En resum, en I’hemisferi contralateral els grups que realitzaven exercici fisic durant les
utlimes setmanes de I'experiment (L-sed-exe i L-exe-exe), presentaven un major
numero i densitat de cél-lules DCX+ que els grups sense accés a roda d’activitat durant
aquest periode (Sham, L-sed i L-exe-sed). En I’"hemisferi ipsilateral, els grups Sham i L-
sed-exe presentaven un nivell de neurogeénesi superior (tant de cél-lules estimades
com de densitat) que els grups amb lesid i condicié sedentaria en les darreres
setmanes de I'exeperiment (L-sed i L-exe-sed), mentre que el grup L-exe-exe tenia més
densitat, perd no un major numero de cél-lules, que el grup L-sed. Pel que fa al conjunt
dels dos hemisferis, els grups amb exercici en les darreres setmanes de I'experiment
(L-sed-exe i L-exe-exe) presentaven major neurogenesi, per a les dues variables
analitzades, que els grups lesié assignats a condicid sedentaria durant aquest periode
(L-sed i L-exe-sed). Addicionalment, el grup L-sed-exe també presentava més

neurogénesi, tant en densitat com en cel-lules estimades, que el grup Sham.
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4.2.5.2 Relacio entre la neurogeénesi i la MRO

Per analitzar si existia relacid entre els nivells de neurogénesi i la memoria, vam
utilitzar també la prova de correlacid de Pearson. En la Taula 10 es presenten els
resultats amb significacio estadistica. En aquestes analisis s’han inclos només els grups
que realitzaven exercici al final de I'experiment (n=23), ja que hem vist que un cop es
retira I'exercici, el seu efecte sobre la neurogénesi es perd. Com es pot veure, com més
neurogenesi presentaven (cél-lules DCX+ estimades per seccié i densitat cél-lules
DCX+), major era I'index de discriminacié a les 24 h. No es va trobar correlacié entre la

neurogénesi i I'index de discriminacid a les 3 h.

index de discriminacié 2
Numero de cél-lules DCX+/secci6 en hemisferi ipsilateral 0.52

(p=0.011)
Nuamero de cél-lules DCX+/seccid en els dos hemisferis 0.47

(p=0.024)
Densitat de ceél-lules DCX+ en hemisferi ipsilateral 0.68

(p<0.001)
Densitat de cel-lules DCX+ en els dos hemisferis 0.44

(p=0.03)

Taula 10: Correlacions de Pearson entre diferents mesures de neurogeénesi i la retencid a les 24
h en la tasca de MRO. Mostra: L-sed-exe i L-exe-exe (n=23).

Aquestes mateixes analisis es van realitzar separadament per a cadascun d’aquests dos
grups. En el grup L-sed-exe es van trobar correlacions positives significatives entre
diferents variables de neurogénesi i I'index de discriminacié 2, tal com es pot veure en
la Taula 11. En canvi, no es va trobar cap correlacié significativa entre aquestes

variables en el grup L-exe-exe.

index de discriminacié 2
Numero de cél-lules DCX+/secci6é en hemisferi ipsilateral 0.80

(p=0.003)
Ndmero de cél-lules DCX+/seccid en els dos hemisferis 0.64

(p=0.034)
Densitat de cél-lules DCX+ en hemisferi ipsilateral 0.88

(p<0.001)
Densitat de cel-lules DCX+ en els dos hemisferis 0.63

(p=0.039)

Taula 11: Correlacions de Pearson entre diferents mesures de neurogénesi i la retencio a les 24
h en la tasca de MRO. Mostra: L-sed-exe (n=11).
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4.2.5.3 Relacio entre el nivell d’exercici i la neurogénesi

Estudi correlacional

Per tal d’estudiar si existia relacid entre el nivell d’exercici i el nUmero de neurones

noves immadures, es van fer proves de correlacions de Pearson entre diferents

variables d’exercici (distancia, temps i velocitat) i les variables de neurogenesi

separadament per a cadascun dels dos grups que realitzaven exercici al final de

I’experiment (L-sed-exe i L-exe-exe). Tal com es veu a la Taula 12 en el grup L-sed-exe

es van trobar correlacions positives entre algunes variables d’exercici i de neurogénesi.

En canvi, en el grup L-exe-exe no es van trobar correlacions significatives entre aquests

grups de variables, pero si que es va veure una tendéncia a que les correlacions fossin

negatives entre el temps en la roda durant les 2 ultimes setmanes i la densitat de

cél-lules DCX+ en I'hemisferi contralateral (r=-0.51; p=0.089), contrariament a les

obtingudes en el grup L-sed-exe.

Metres correguts

Temps corregut

Ultimes2 | Acumulats | Ultimes 2 Acumulat
setmanes setmanes
Densitat DCX+ Hemisferi 0.78 0.78 0.77 0.78
contralateral (p=0.003) (p=0.003) (p=0.004) (p=0.003)
Densitat DCX+ Hemisferi 0.66 0.67 0.74 0.74
ipsilateral (p=0.027) (p=0.025) (p=0.009) (p=0.009)
Densitat DCX+ conjunt 2 0.84 0.85 0.85 0.86
hemisferis (p=0.001) (p=0.001) (p=0.001) (p<0.001)
DCX*/seccié Hemisferi Esquerre 0.81 0.81 0.79 0.80
(p=0.001) (p=0.001) (p=0.002) (p=0.002)
DCX*/secci6 Hemisferi Dret 0.69 0.69 0.79 0.78
(p=0.019) (p=0.018) (p=0.004) (p=0.005)
DCX*/seccié conjunt 2 0.86 0.86 0.88 0.89
hemisferis (p<0.001) (p<0.001) (p<0.001) (p<0.001)

Taula 12: Correlacions de Pearson entre exercici i neurogénesi. Mostra: L-sed-exe (n=12 i n=11

dependent de la variable).
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En la Figura 38 es representen graficament els diagrames de dispersié corresponents a
aquestes correlacions.
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Figura 38: Diagrama de dispersié de la densitat de cél-lules DCX+ en I’"hemisferi contralateral i

el temps en la roda durant les dues Ultimes setmanes d’exercici (i d’experiment) en els grups L-
sed-exe i L-exe-exe.

Analisis de la neurogeénesi en funcio del nivell d’exercici

Donat que la DCX marca les neurones nascudes durant les 2 o 3 setmanes prévies al
sacrifici, vam considerar només els subjectes dels grups L-sed-exe i L-exe-exe, i els vam
distribuir en les categories “nivell alt”, “nivell mig” i “nivell baix”, en funcié de la
mitjana diaria de temps en la roda d’activitat durant les dues Ultimes setmanes
d’exercici, mantenint el mateix criteri de quartils seguit en I'apartat 4.2.3.3 (Q1=49.7 i
Q3=251.9). En la Taula 13 es mostren els descriptius del temps en la roda d’activitat
durant les 2 ultimes setmanes d’exercici dels grups que realitzaven exercici al final de

I’experiment.

L-sed-exe L-exe-exe
Temps en la roda d’activitat durant 85.3 244.6
les 2 ultimes setmanes d’experiment (73.5) (44.7)

Taula 13: Mitjana (en negreta) i desviacio estandard (entre parentesi) del temps mig en la roda
d’activitat durant les dues ultimes setmanes d’experiment

124



En la Taula 14 es mostra la distribucié de cada grup experimental en funcié de les 3

categories establertes.

L-sed-exe L-exe-exe n

Nivell baix 8 0 8
Nivell Mig 5 4 9
Nivell Alt 0 8 8
n 13 12 25

Taula 14: Distribucié dels subjectes dels grups que realitzaven exercici al final de I'experiment,
en funcié de les 3 categories de temps durant les 2 dltimes setmanes en la roda d’activitat.

En la Taula 15 es presenten els descriptius per a cada variable de neurogénesi

analitzada, en funcio de la distribucié de temps en roda durant les 2 Ultimes setmanes.

DCX/secci6 DCX/secci6 Total Densitat | Densitat | Densitat n Grup
HE HD DCX/secci6 DCX HE DCX HD DCX Exercici
total
Nivell 133.4 64.0 91.6 453.0 302.8 381.6 8 L-sed-exe
Baix (43.1) (16.0) (17.7) (133.0) (100.9) (92.0)
Nivell 247.8 85.3 156.1 751.1 373.9 599.1 5 L-sed-exe
Mig (76.9) (43.3) (48.4) (221.0) (151.6) (163.2) 4 L-exe-exe
Nivell 161.6 68.8 105.5 486.9 310.1 417.2 8 L-exe-exe
Alt (54.9) (42.1) (40.1) (102.5) (95.3) (87.0)

Taula 15: Mitjana (en negreta) i desviacio estandard (entre paréntesi) de les diferents variables de
neurogenesi, en funcid de les 3 categories de temps en la roda d’activitat durant les 2 ultimes
setmanes d’exercici dels grups que realitzaven exercici al final de I'experiment.

L’ANOVA per a les cel-lules DCX+ estimades per seccié indica diferéncies en I’"hemisferi
contralateral a la lesié [F2,21)= 7.92; p=0.003] entre les tres categories d’exercici. En
concret les comparacions post hoc indicaren que les rates classificades en “nivell mig”
tenien un nivell de neurogénesi superior que les rates de “nivell baix” (p=0.003) i que
les rates de “nivell alt” (p=0.014). LANOVA també indica diferéncies en el total de
cel-lules DCX+ en els dos hemisferis [F(2,20= 5.98; p=0.009]. De forma semblant a
I’observat per I’'hemisferi contralateral, les comparacions post hoc van mostrar que les
rates classificades en “nivell mig” presentaven més cél-lules DCX+ que les rates de la

categoria “nivell baix” (p=0.012) i les de “nivell alt” (p=0.024). En la Figura 39 es
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Number of DCX+ cells

mostren graficament aquests resultats. No es van trobar diferencies entre les tres

categories d’exercici per al numero de cél-lules DCX+ de I’hemisferi ipsilateral.

Estimated DCX+ cells/section

A) Contralateral hemisphere (left) B) Ipsilateral hemisphere (right)

300 300 -

250 A 250 -

200 ~ 200 - O Low
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100 100 -
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Figura 39: Cel-lules DCX+ estimades per seccid, en funcid de la distribucié de temps en roda
durant les dues ultimes setmanes d’exercici dels grups L-sed-exe i L-exe-exe A) hemisferi
contralateral a la lesié; B) hemisferi ipsilateral a la lesié. Cada valor representa la mitjana
+SEM. ANOVA: *Diferencies respecte nivell mig *(p<0.05).

Resultats similars es van observar pel que fa la densitat de cel-lules DCX+ en el gir
dentat. L'ANOVA també indica diferéncies en I’"hemisferi contralateral a la lesio [F(2, 21)=
8.30; p=0.002], i les comparacions post hoc van mostrar que les rates “nivell mig”
presentaven més densitat que les de “nivell baix” (p=0.004) i les de “nivell alt”
(p=0.005). Finalment, pel que fa la densitat de cel-lules DCX+ en el conjunt dels dos
hemisferis, ’ANOVA també indica diferéncies [F(2, 20= 7.25; p=0.004]. En concret, els
subjectes que corrien a “nivell mig” durant les 2 Ultimes setmanes, presentaven major
densitat que les que corrien a “nivell baix” (p=0.007) i que les que corrien a “nivell alt”
(p=0.010). Per tant, els efectes del temps en roda eren més marcats en I’hemisferi
contralateral i en el conjunt dels dos hemisferis, sense mostrar diferéncies en

I'ipsilateral.

Per tal d’estudiar si hi havia relacio entre la neurogénesi i la MRO en funcid del nivell
d’exercici es van realitzar proves de correlacions de Pearson entre la MRO i les
diferents variables de neurogenesi per a cada nivell d’exercici. En els nivells “baix” i

“mig” es va trobar una correlacié positiva entre la densitat de cel-lules DCX+ en
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I’hemisferi ipsilateral i I'index de discriminacié 2 (r=0.79; p=0.034 i r=0.77 i p=0.026,
respectivament). A més, la categoria “nivell mig” també presentava una correlacié
positiva entre I'index de discriminacié 2 i el nimero de cél-lules DCX+ per seccié en el

mateix hemisferi (r=0.81; p=0.014).

La Figura 40 representa graficament la correlacid entre la neurogénesi i I'index de

discriminacio 2, en funcié de la distribucié en aquests 3 nivells d’exercici.

Relationship between neurogenesis and MRO
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Figura 40: Diagrama de dispersié de la densitat de cél-lules DCX+ en I’hemisferi ipsilateral i

I'index de discriminacio a les 24 h, en funcié de la distribucié de nivells d’exercici durant les
dues ultimes setmanes.

4.2.6 Neuroproteccid: celules NeuN+ en I'hilus del gir dentat

Degut a problemes en el teixit, no va ser possible quantificar les cel-lules NeuN+ a
I’hilus de 7 dels animals; per tant, aquestes analisis es van dur a terme en 58 animals

(Sham: 14, L-sed: 11, L-sed-exe: 11, L-exe-sed: 11 i L-exe-exe: 11).

La Figura 41 mostra imatges representatives de cel-lules NeuN+ en I'hilus de I’'hemisferi

ipsilateral per a cada grup experimental.

127



" . L-sed-exe

Figura 41: Imatges representatives de mosaics de I’hilus del gir dentat de cada un dels grups
experimentals processats mitjancant immunohistoquimica de NeuN.

4.2.6.1 Quantificacio

Donat que el niumero de neurones madures pot estar influit per I'area de teixit intacte,
es va quantificar el nimero de cél-lules NeuN+i es va calcular també la seva densitat. A
més es va estudiar si existien diferéncies entre grups en I'area de I'hilus de les 3

seccions considerades per a I'estudi de cel-lules NeuN+.

Pel que fa a I'analisi de les arees, '’ANOVA indica diferéncies en I'area total de les 3
seccions de I'hilus en I'hemisferi ipsilateral a la lesid [Fs3= 6.13; p<0.001]. Les
comparacions post hoc indicaren que I'area de I'hilus de I'hemisferi ipsilateral era
signitificativament inferior en tots els grups lesionats respecte el Sham: L-sed
(p<0.001), L-sed-exe (p<0.001), L-exe-sed (p<0.01), L-exe-exe (p=0.045). En les seccions
analitzades, es va observar que la perdua de teixit era menor en la seccié més anterior
en l'eix rostro-caudal, per incrementar-se progressivament en les dues seccions
posteriors. Per aquest motiu, també es van analitzar les arees de I'hilus de les 3
seccions per separat. ANOVA no indica diferencies entre grups en la seccié 1 (la més

128



anterior), pero si en les seccions 2 [F(,53)= 3.57; p=0.012] i 3 [F(4,53)= 8.16; p<0.001]. Les
comparacions post hoc van revelar que I'area de la seccid 2 era inferior en el grup
L-sed-exe que en el Sham (p<0.01) i tendia a ser significativament inferior en el grup
L-sed respecte al Sham (p=0.06). En el cas de la seccié 3, les mateixes analisis indicaren
gue tots els grups de lesid presentaven una area de I'hilus inferior que les del grup
Sham: L-sed (p<0.001), L-sed-exe (p<0.001), L-exe-sed (p<0.01) i L-exe-exe (p<0.01). En
la Figura 42 es mostren els grafics de les arees de I'hilus per seccions corresponents a

I’hemisferi ipsilateral a la lesio.

Area of Hilus in the ipsilateral hemisphere
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Figura 42: Area de I'hilus en la primera (A), la segona (B) i la a tercera (C) seccié. Cada valor
representa la mitjana +SEM. ANOVA: #Diferéncies respecte Sham #(p<0.05), ##(p<0.01).

En la Figura 43 es mostren els resultats del nimero de cél-lules NeuN+ en I'hilus de
I’hemisferi contralateral i de I’"hemisferi ipsilateral a la lesio.
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L’ANOVA indica diferencies entre grups en el niumero total de cél-lules NeuN+ en
I'hemisferi ipsilateral a la lesid [Fas3= 29.75; p<0.001]. En canvi, en I'hemisferi
contralateral no es van trobar diferéncies. Les comparacions post hoc indicaren que en
I’hemisferi ipsilateral el grup Sham presentava un nimero significativament major de
cél-lules NeuN+ que tots els altres grups: L-sed (p<0.001), L-sed-exe (p<0.001), L-exe-
sed (p<0.001), L-exe-exe (p<0.001). També van mostrar que el grup L-exe-sed
presentava més cel-lules NeuN+ que el grup L-sed (p=0.023). Pel que fa al nimero de
cél-lules NeuN+ en el conjunt dels dos hemisferis, TANOVA indica diferéncies entre
grups [F, 53= 14.36; p<0.001]. Les analisis post hoc indicaren que tots els grups lesio
presentaven menys numero de cel-lules NeuN+ que el grup Sham: L-sed (<0.001),

L-sed-exe (<0.001), L-exe-sed (<0.001), L-exe-exe (<0.001).

NeuN+ cells in Hilus

A) Contralateral hemisphere (left) B) Ipsilateral hemisphere (right)
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Figura 43: Numero de cél-lules NeuN+ en I'hilus. A) hemisferi contralateral a la lesio; B) hemisferi
ipsilateral a la lesi6. Cada valor representa la mitjana +SEM. ANOVA: #Diferencies respecte Sham
#(p<0.05), ##(p<0.01). uDiferéncies respecte el grup L-exe-sed X(p<0.05).

Number of NeuN+ cells

Per examinar un possible efecte regional del TBI sobre la perdua de cél-lules NeuN+ a
I’hilus, tant el nimero com la densitat d’aquestes cél-lules es van analitzar també
mitjancant una MANOVA mixt amb un factor entresubjecte (grup) i un factor
intrasubjecte (seccio cerebral). Pel que fa al nimero de cél-lules NeuN+ de I’hemisferi
esquerre la MANOVA no indica cap efecte dels factors principals i la seva interaccié.
Pel que fa a la densitat en aquest hemisferi, tampoc no eren significatius el grup i la
interaccid grup x seccio, pero si el factor seccid [F106,2=21.17; p<0.001]. Els contrastos

polynomials indicaren una evoluci6 quadratica en sentit anteroposterior
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[t=6.34; p<0.001]. Aix0 respon al fet que, en el conjunt de la mostra, hi ha una reduccié

de la densitat entre la seccié 1ila 2, i una certa recuperacié de la densitat a la seccié 3.

Les analisis per a I’hemisferi dret (ipsilateral a la lesid), que estan especificats a la Taula
16, indicaren, per a totes dues variables (nimero i densitat), que tant I'efecte grup,
com l|'efecte seccid, aixi com la interaccid grup x seccio eren significatius. Per aquest
motiu vam portar a terme analisis d’efectes simples per a cada una de les tres seccions
separadament, i es van realitzar també contrastos (metode: contrast simple) per tal de
comparar els valors de cada un dels grups amb els del grup Sham, per una banda, i
amb els del grup L-sed per l'altra. Com es pot veure a la taula, a la primera secci6
només el grup L-sed tenia un numero de cél-lules NeuN+ significativament inferior al
del grup Sham, mentre que els valors del grup L-exe-sed eren significativament
superiors als del grup L-sed. Pel que fa a la densitat de la seccio 1, el grup L-sed tenia
valors significativament inferiors als del grup Sham, aixi com als dels grups L-exe-sed i
L-sed-exe (i amb una tendéncia a la significacidé respecte al grup L-exe-exe). A les
seccions 2 i 3 tots els grups amb TBI presentaven valors de numero i densitat
significativament inferiors als del grup Sham. A més, a la seccid 2, igual que a la 1, el
numero de cel-lules NeuN+ del grup L-exe-sed era significativament superior al del

grup L-sed.

Finalment, una analisi de les diferéncies entre seccions cerebrals dintre de cada grup
indica la manca de diferéncies significatives en el grup Sham, tant pel que fa al nimero
com a la densitat de cél-lules NeuN+. En canvi, en tots els grups de lesié es van trobar

diferencies entre seccions en ambdues variables.

En resum, aquestes variables confirmen un efecte regional del TBI, amb major
afectacid a les seccions 2 i 3 (coincidents amb la zona de cavitat de la lesid) que a la
primer seccio, tot i que en el grup L-sed, perd no en cap dels tres grups amb exercici,
també s’observa péerdua cel-lular en aquesta seccid. L’efecte protector de I'exercici és
especialment marcat en el grup L-exe-sed, que presenta un nimero significativament

superior de cel-lules NeuN+ que el grup L-sed a les seccions 1i 2 (pero no a la 3).

El nimero de cél-lules NeuN+ per a cada una de les tres seccions i per a cada un dels

grups experimentals es representen a la Figura 44.
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Numero de cél-lules NeuN+
Hilus hemisferi dret

Densitat de cél-lules NeuN+
Hilus hemisferi dret

MANOVA grup x seccié

Grup: Fs34=29.75; p<0.001

Seccid: Fos2)= 129.47; p<0.001
Grup x seccio: Fioe,8= 7.68; p<0.001

MANOVA grup x seccié

Grup: Fa7,4= 13.94; p<0.001
Seccio: Foa2)= 82.93; p<0.001

Grup x seccio: Faa,g=4.50; p<0.001

Comparacio entre grups (contrast simple)
separadament per a cada una de les seccions

Seccio 1:

Factor grup: p=0.06.

L-sed < Sham; t=-2.84; p=0.006
L-exe-sed> L-sed; t=2.51; p=0.015

Seccid 2:

Factor grup: F(s34= 21.25; p<0.001
L-sed < Sham; t=-7.41; p<0.001
L-exe-sed < Sham; t=-5.60; p<0.001
L-sed-exe < Sham; t=-7.34; p<0.001
L-exe-exe < Sham; t=-7-08; p<0.001

Tendéncia L-exe-sed > L-sed; p=0.09

Seccid 3:

Factor grup: F(s3,4= 52.97; p<0.001
L-sed < Sham; t=-11.78; p<0.001
L-exe-sed < Sham; t=-10.76; p<0.001
L-sed-exe < Sham: t=-11.11; p<0.001
L-exe-exe < Sham; t=-10.50; p<0.001

Comparacio entre grups (contrast simple)
separadament per a cada una de les seccions

Seccid 1:

Factor grup: Fa74=2.81; p=0.036
L-sed < Sham; t=-2.74; p=0.008
L-exe-sed > L-sed; t=3.16; p=0.027
L-sed-exe > L-sed; t=2.13; p=0.037
L-exe-exe > L-sed; p=0.055

Seccié 2:

Factor grup: Fa7,4=13.11; p<0.001
L-sed < Sham; t=-5.33; p<0.001
L-exe-sed < Sham; t=-3.80; p=0.004
L-sed-exe < Sham; t=-4.98; p<0.001
L-exe-exe < Sham; t=-6.27; p<0.001

Seccié 3:

Factor grup: F7,4=17.81; p<0.001
L-sed < Sham; t=-6.39; p<0.001
L-exe-sed < Sham; t=-6.43; p<0.001
L-sed-exe < Sham; t=-6.20; p<0.001
L-exe-exe < Sham; t=-5.97, p<0.001

Diferéncies entre les tres seccions cerebrals
dintre de cada grup

Grup Sham: NS

Grup L-sed: p<0.001 (funcié lineal)

Grup L-exe-sed: p<0.001 (funcid lineal)

Grup L-sed-exe: p<0.013 (funcié quadratica)
Grup L-exe-exe: p<0.005 (funcié quadratica)

Diferéncies entre les tres seccions cerebrals
dintre de cada grup

Grup Sham: NS

Grup L-sed: p=0.004 (funcié quadratica)
Grup L-exe-sed: p<0.001 (funcié quadratica)
Grup L-sed-exe: p<0.001 (funcié quadratrica)
Grup L-exe-exe: p=0.021 (funcié quadratica)

Taula 16: Resultats de la MANOVA per analitzar les possibles diferéncies entre grups i entre les
tres seccions quantificades pel que fa tant al nimero com a la densitat de cél-lules NeuN+ a I’hilus
de I’hemisferi dret. A I’hemisferi esquerre no es va trobar cap efecte significatiu.
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Figura 44: Numero de cel-lules NeuN+ en I'hilus del gir dentat de I’'hemisferi ipsilateral a la
lesié A) primera seccid; B) segona seccio; C) tercera seccid. Cada valor representa la mitjana
+SEM. MANOVA: #Diferencies respecte Sham #(p<0.05), ##(p<0.01). ®Diferéncies respecte el
grup L-exe-sed H(p<0.05).

L’ANOVA també indica diferéncies entre grups, en la densitat de cel-lules NeuN+ en
I’hemisferi ipsilateral a la lesid [Fuas0= 9.35; p<0.001]. En canvi, en I'hemisferi
contralateral no es van trobar diferéncies. Les comparacions post hoc pel que fa a
I’hemisferi ipsilateral indicaren que el grup Sham presentava una densitat de cel-lules
NeuN+ significativament superior que tots els altres: sed (p<0.001), L-sed-exe
(p<0.001), L-exe-sed (p=0.014), L-exe-exe (p<0.001). També van mostrar que el grup L-
exe-sed tendia a presentar més densitat de cel-lules NeuN+ que els grups L-sed

(p=0.051) i L-exe-exe (p=0.084). Aquests resultats es mostren en la Figura 45.
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Figura 45: densitat de cél-lules NeuN+ en I'hilus del gir dentat A) hemisferi contralateral a la
lesid; B) hemisferi ipsilateral a la lesid. Cada valor representa la mitjana +SEM. ANOVA:

#Diferéncies respecte sham #(p<0.05), ##(p<0.01).

4.2.6.2 Relacié entre el numero de cél-lules NeuN+ en hilus i la MRO

Tal com es pot veure a la Taula 17, I'estudi correlacional realitzat amb la mostra de tots

els grups (n=58), indica I'existencia de correlacions positives entre diferents variables

de NeuN i I'index de discriminacio 2 (24 h).

index de Discriminacié 2
Numero de cél-lules NeuN a la secciél de I’hilus de 0.40
I’hemisferi dret (p=0.002)
Numero total de cél-lules NeuN+ a I’hilus de 0.28
I’hemisferi dret (p=0.031)
Numero de cel-lules NeuN+ a la seccid 1 de I'hilus de 0.33
I’hemisferi esquerre (p=0.013)
Numero de cél-lules NeuN+ a I’hilus en el conjunt 0.30
dels 2 hemisferis (p=0.025)

Taula 17: Correlacions de Pearson entre MRO i cél-lules NeuN+ en hilus. Mostra: tots els grups.

Les mateixes correlacions es van analitzar per a cada grup per separat. En les Taules 18

i 19 es presenten les correlacions de Pearson entre les cel-lules NeuN+ en I'hilus i la

MRO en els grups en qué s’han trobat correlacions significatives: Sham (n=14) i L-exe-

exe (n=11).
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index de Discriminaci6 2
Numero total de cél-lules NeuN+ a I’hilus de 0.66
I’hemisferi dret (p=0.001)
Numero total de cél-lules NeuN+ a la seccié 2 de 0.56
I’hilus de ’hemisferi dret esquerre (p=0.04)

Taula 18: Correlacions de Pearson entre MRO i cél-lules NeuN en hilus. Mostra: Sham (n=14).

index de Discriminaci6 2
Numero de cél-lules NeuN a la secciél de I’hilus de 0.67
I’hemisferi dret (p=0.023)
Numero de cél-lules NeuN a la secciél de I’hilus de 0.69
I’hemisferi esquerre (p=0.02)

Taula 19: Correlacions de Pearson MRO i cél-lules NeuN en hilus. Mostra: L-exe-exe (n=11).

4.2.6.3 Relacio entre numero de cél-lules NeuN+ a I'hilus i I’exercici fisic

Considerant els dos grups que iniciaven I'exercici 4 dies després del TBI, es va trobar
una correlacid negativa significativa entre el temps acumulat en la roda d’activitat al
llarg de totes les setmanes d’exercici i la densitat de cél-lules NeuN+ a la segona seccié

de I'hemisferi dret analitzada (r=-0.45; p=0.034).

4.2.7 Neuroproteccid: célules NeuN+ en I’escorga perirhinal

Per a la quantificacié de cel-lules madures en la PRhc es van analitzar un total de 40
subjectes. L'ANOVA no indica diferéncies entre grups ni en el nimero de cél-lules
NeuN+ estimades, ni en la densitat de cel-lules NeuN+ en la PRhc. Per tant, no es va
observar cap efecte deteriorant del TBI (ni tampoc cap efecte de I'exercici fisic) sobre

el nimero de neurones madures en aquesta regio cerebral.

4.2.8 Neuroinflamacid: cél-lules ibal+ reactives en I’hipocamp dorsal

Tot i que es van apreciar indicis de reactivitat de cel-lules Ibal en diferents regions
cerebrals (cos callds, talem dorsal, etc), només es va analitzar la corresponent a
I’hipocamp dorsal. La Figura 46 mostra una imatge on es poden veure les alteracions

en diferents estructures.
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Figura 46: Imatge representativa de part d’una seccié coronal d’encéfal processada per
immunohistoquimica amb lbal+ a objectiu 4x de I’hemisferi ipsilateral d’un subjecte amb lesid.
S’observen diferents focus de reactivitat a I’hipocamp dorsal i en el talem.

4.2.8.1 Analisi qualitativa
En la Figura 47 es mostren imatges representatives del marcatge amb Ibal en

I’hipocamp dorsal, en els diferents grups experimentals.
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Figura 47: Imatges representatives de cél-lules Ibal+ a objectiu 10x de I'hipocamp dorsal en
I’hemisferi ipsilateral.

En la Figura 48 es representa graficament el percentatge de subjectes que presenten
diferents graus de reactivitat d’lbal (segons la classificacio descrita en el punt x de
I'apartat de métodes) en cada grup experimental. Els subjectes del grup Sham es van
classificar amb grau de reactivitat 0, a excepcié d’un animal (14.30%), que mostrava

cert grau de reactivitat d’lba 1 (Grau 1) tant en I’hemisferi ipsilateral com en el
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contralateral a la craniotomia. En la resta d’animals, pel que fa a I'hipocamp dorsal
només es va observar reactivitat d’ibal en I’hemisferi ipsilateral. EI grup amb la major
proporcié d’animals amb grau de reactivitat 3 (la més alta) va ser el L-sed (57.10%),
seguit pel grup L-sed-exe (42.90%). Aquesta proporcid era inferior en els grups que
iniciaven I'exercici als 4 dies de la lesié: L-exe-sed (28.60%) i L-exe-exe (28.60%). %). El
test de taules de contingencies mostra que hi havia diferéncies significatives entre
grups en la distribuci6 de les proporcions dels graus de reactivitat

[chi quadrat (12)= 25.08; p= 0.014].

Sham L-sed L-sed-exe

14,30% 14,30%

85.70% 42,90%
57,10% 42,90% 4%90% .

L-exe-sed L-exe-exe

14,30% 14,30%

28,60%

28,60% OGrade 0

28,60% OGrade 1

28,60%
PP mGrade 2

B Grade 3

28,60% 28,60%

Figura 48: Percentatge de subjectes amb diferents graus de reactivitat d’lbal* per a cada grup
experimental en I’hipocamp dorsal.

En la Figura 49 es representa graficament la proporcié de subjectes amb preséncia o
abséncia de minim 1 focus de reactivitat d’lbal en I'hipocamp dorsal ipsilateral a la
lesié (Grau de reactivitat 2 o 3). Cap dels subjectes del grup Sham presentava focus, en
cap de les seccions analitzades, mentre que el 100% dels subjectes del grup L-sed i el
85.70% dels subjectes del grup L-sed-exe presentaven com a minim un focus. En canvi,
els grups que iniciaven l'exercici als 4 dies de la lesid (L-exe-sed i L-exe-exe)
presentaven una proporcio de subjectes amb preséncia de focus del 57.10%. El test de

taules de contingencies mostra que hi havia diferencies significatives entre grups en la
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distribucid de presencia i absencia de focus de reactivitat

[chi quadrat (4) = 17.14; p= 0.002].

Sham L-sed L-sed-exe

14,30%

100%

L-exe-sed L-exe-exe
W With focus

OWithout focus

42,90%

57,10% 57,10%

Figura 49: Percentatge de subjectes amb preséncia de focus i sense focus per a cada grup
experimental en I’hipocamp dorsal.

4.2.8.2 Analisi quantitativa

El subjecte Sham que presentava cert grau de reactivitat microglial en els dos
hemisferis va ser exclos de I'analisi quantitativa. La mostra final per tant, estava
formada per 34 subjectes (Sham: 6, L-sed: 7, L-sed-exe: 7, L-exe-sed:7 i L-exe-exe: 7).
En alguns animals lesionats, no es va poder analitzar alguna seccié perque la cavitat de
la lesié abarcava la regié que hauria contingut I’hipocamp dorsal. Per aquest motiu, les
analisis estadistiques d’aquestes seccions es van realitzar amb una mostra inferior a

34.

L’ANOVA no indica diferencies significatives entre grups respecte I'area ocupada per
cél-lules ibal+, ni per cada seccid per separat, ni per la mitjana de les 3 seccions

analitzades, en cap dels dos hemisferis.

En la Figura 50 es representen graficament les mitjanes, per a cada grup experimental,
de la intensitat mitjana de grisos (MGV) per a la seccidé 3, 5 i 7, tant de I"hemisferi
ipsilateral, com del contralateral a la lesié. Un major valor de MGV indica una major

intensitat de marcatge per Ibal.
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L’ANOVA no indica diferéncies significatives entre grups experimentals per la seccid 3,
en cap dels dos hemisferi, i tampoc en I'hemisferi contralateral de les seccions 5i 7. En
canvi, si indica diferencies entre grups en las seccions 5 [F,29=4.13; p<0.01] i 7
[F(4,25=5.76; p<0.01] en I'hemisferi ipsilateral a la lesio. En el cas de la seccid 5, les
analisis post hoc van mostrar un increment de MGV en els grups L-sed (p=0.018) i L-
sed-exe (p=0.010) respecte al grup Sham. En canvi, el MGV no diferia estadisticament
del Sham en els grup L-exe-sed i L-exe-exe , tot i que el grup L-exe-sed tendia a mostrar
una major intensitat de marcatge que el Sham (p=0.088). En relacié a la seccié 7, el
MGV era major en els grups L-sed (p<0.01), L-sed-exe (p<0.01) i L-exe-sed (p=0.036) en
comparacio al grup Sham. En canvi, no es van trobar diferéencies significatives entre els

grups L-exe-exe i Sham.

L’ANOVA també indica diferéncies entre grups per la mitjana de MGV de les 3 seccions
en I’"hemisferi ipsilateral [F(s,29)=5.05; p<0.01]. Les analisis post hoc van mostrar que els
grup L-sed (p=0.013) i L-sed-exe (p<0.01) presentaven un valor de MGV
significativament superior que el del grup Sham. En canvi, no es van trobar diferéncies
significatives en els grups L-exe-sed i L-exe-exe respecte el Sham, tot i que es va

observar una tendéncia a la significacié en el grup L-exe-sed (p=0.068).
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Section 7
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Figura 50: Intensitat mitjana de grisos (MGV) en I'hipocamp dorsal de cada una de les tres
seccions analitzades per a cada grup experimental. A) Seccié 3, hemisferi contralateral; B)
seccié 3 hemisferi ipsilateral; C) Seccid 5, hemisferi contralateral; D) Seccio, hemisferi
ipsilateral; E) Seccié 7, hemisferi contralateral; F)Seccié 7, hemisferi ipsilateral. Cada valor
representa la mitjana +SEM. ANOVA: #Diferéncies respecte a Sham #(p<0.05).
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4.2.8.3 Relacio entre la neuroinflamacié i altres variables

Per tal de determinar si els nivells de neuroinflamacié estaven relacionats amb les
mesures de memoria, els nivells d’exercici o amb les altres variables histologiques
estudiades, es van fer analisis de correlacions de Pearson en tots els grups lesionats

(n=25-28) i amb la mostra global (n=34).
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Relaciéo amb I’exercici

En la mostra formada pel conjunt d’animals lesionats amb exercici (19-21), no es va
trobar cap correlacié entre les variables relatives a reactivitat d’lbal i les variables
d’exercici (distancia, velocitat i temps) durant les 3 primeres setmanes de cada grup.
En canvi, considerant per separat cadascun dels grups d’exercici, en I"Ginic en que es
van trobar correlacions significatives va ser en el grup L-exe-exe. Concretament, en
aquest grup es van trobar correlacions positives entre el temps mig diari en la roda
d’activitat durant les darreres setmanes de I'experiment i la reactivitat d’lbal. Aquests

resultats es mostren en la Taula 20.

Temps exercici | Temps exercici | Temps exercici | Temps exercici 2
setmanab setmanab setmana?7 ultimes setmanes
MGV seccid 5 0.68 0.71 0.73 0.76
Hemisferi Dret (p=0.093) (p=0.071) (p=0.061) (p=0.046)

Taula 20: Correlacions entre reactivitat Ibal i temps exercici. Mostra: L-exe-exe (n=7)

Relaciéo amb la MRO

Per al conjunt d’animals amb TBI, es van trobar correlacions negatives entre 'area
ocupada per cél-lules Ibal+ a I'hipocamp dorsal i I'index de discriminacié 1 (Taula 21),
pero no amb l'index de discriminacié 2. En canvi, el MGV no correlacionava amb

I’execucid en cap dels dos test de retencid.

Area_ secci63 Area seccié5 Area seccié7 Area total

Hemisferi Dret | Hemisferi Dret Hemisferi Dret | Hemisferi Dret
index de -0.49 -0.46 -0.51 -0.47
Discriminacié 1 (p<0.01) (p=0.014) (p<0.01) (p=0.012)

Taula 21: Correlacions de Pearson entre reactivitat d’lbal i MRO. Mostra: grups lesié (n=25-
28).
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Relacié amb les mesures macroscopiques de la lesié

L’estudi de la relacié entre les variables analitzades en I'avaluacié macroscopica de la
lesid i el marcatge amb Ibal, va mostrar una correlacid positiva significativa entre la
profunditat maxima de la cavitat de lesid i les variables de reactivitat d’lbal en les

diferents seccions estudiades, per al conjunt d’animals (Taula 22).

MGV secci65 MGV secci6?7 MGV total
Hemisferi Dret Hemisferi Dret Hemisferi Dret
Profunditat maxima 0.45 0.60 0.45
T (<0.01) (<0.001) (<0.01)

Taula 22: Correlacions de Pearson entre mesures macroscopiques lesio i Ibal. Mostra: tots els
grups (n=29-32).

Relacié amb la neuroproteccié a I'hilus

En la mostra global de subjectes es van trobar correlacions negatives entre alguns dels

valors de MGV, i el nUmero de cél-lules NeuN+ i I'area de I’hilus (Taula 23).

MGV seccié5 MGV secci67 MGV total
Hemisferi Dret Hemisferi Dret Hemisferi Dret
NeuN+ hilus Hemisferi -0.53 -0.64 -0.49
Dret (p<0.01) (p<0.01) (p=0.003)
NeuN hilus conjunt 2 -0.41 -0.50 -0.38
hemisferis (p=0.016) (p<0.01) (p=0.026)
Area hilus Hemisferi -0.48 -0.49 -0.41
Dret (p<0.01) (p<0.01) (p=0.015)

Taula 23: Correlacions de Pearson reactivitat d’lbal i NeuN. Mostra: tots els grups (N=29-34).

Relacié amb la neurogeénesi

No es van trobar correlacions significatives entre la neurogénesi i la reactivitat

microglial.
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4.2.9 Taula resum dels resultats

La Taula 24 indica de manera esquematica els principals resultats significatius

obtinguts en aquest experiment.

Sham L-sed L-sed-exe L-exe-sed L-exe-exe
Si No Si Si Si
MRO: Record 3h ! ! ! !
. N . . .
MRO: Record 24h > © > > >
=Sham =Sham = Sham
MRO: # entre grups \Vvs. Sham | s, L-sed MNvs. L-sed = L-sed
Ratio hipocampal: # 100 No Si Si Si Si
=Sh =Sh
Ratio hipocampal # entre Vvs. Sham am am Vs, Sham
= L-sed = L-sed
grups
Neurogenesi: # entre =Sham
. . . =Sham
grups gir dentat ipsilateral Vvs. Sham | Avs. L-sedi | \vs. Sham
Mvs. L-sed
L-exe-sed
Neurogenesi: # entre Nvs. Sham, Nvs. Sham,
grups gir dentat L-sed i L-sed i
contralateral L-exe-sed L-exe-sed
N teccié: # ent Vvs. Sh
europ.ro e.cu'o entre Wvs. Sham | Yvs. Sham Ve SNAM s, Sham
grups hilus ipsilateral Nvs. L-sed
Neuroproteccid: PRhc = Sham = Sham = Sham = Sham
Ir?flamaciéf # .entre grups Avs. Sham | Dvs. Sham = Sham = Sham
hipocamp ipsilateral = L-sed = L-sed

Taula 24: Resum dels principals resultats. : increment significatiu; \: disminucié significativa.

4.3  Discussio

D’acord amb el resultats obtinguts, el TBI va causar deéficit de la MRO a les 24 h,
mentre que la MRO a les 3 h va tenir una lleu afectacié. Aquest deteriorament de la
memoria, observat durant la fase cronica del TBI (7 setmanes després de la lesid),
s’acompanyava d’una pérdua important de teixit cerebral a nivell del cortex parietal
(cavitat de la lesid produida principalment per dany primari), i de diversos canvis
histologics (principalment associats a dany secundari) que afectaven sobretot a

I’"hipocamp de I’hemisferi ipsilateral, tals com: disminucié del volum de |"hipocamp

dorsal, menor neurogénesi en el gir dentat, perdua de neurones madures en l'hilus i
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reactivitat microglial. Les tres pautes temporals d’exercici fisic voluntari provades en el
nostre experiment van mostrar efectivitat per reduir el déficit de memoria tant a les 3
h, on la pérdua de memoria era minima, com a les 24 h, on la memoria estava
greument afectada. D’aquesta manera, els tres grups d’exercici recordaven |'objecte
familiar tant en el primer com en el segon test. Tot i aixi, en els animals assignats a les
dues pautes de 3 setmanes d’exercici, tant la interrompuda com la que s’iniciava amb
demora, es van revertir els déficits del segon test de memoria (24 h), mentre que els
animals que realitzaven la pauta de 7 setmanes d’exercici no es diferenciaven ni del
grup Sham, ni del grup lesié sedentari. A més, cada pauta d’exercici va tenir diferents
efectes sobre els canvis histologics produits pel TBI. En concret, i d’acord amb la nostra
hipotesi, els animals que iniciaven I'exercici durant la fase sub-aguda (interrompuda i
continuada) van beneficiar-se dels mecanismes neuroprotectors del tractament,
mitjangant una disminucié de la resposta neuroinflamatoria que es va acompanyar, en
el cas del grup amb exercici interromput, d’una reduccié de la pérdua de neurones en
I’hilus. En canvi, només els animals que realitzaven exercici en el moment de finalitzar
I’experiment (grups amb exercici demorat i continuat),van mostrar un augment de
neurones immadures en la capa granular del gir dentat. Tot i aixi, i en contra del que
esperavem, el grup continuat, que tenia una pauta d’exercici d’inici primerenc que es
mantenia durant tot I'experiment, malgrat beneficiar-se de les dues grans vies d’accié

de I'exercici, va ser I'Gnic que no va revertir el déficit de memoria produit pel TBI.

4.3.1 Efectes del CCI

4.3.1.1 Canwvis histologics produits pel CCI

El model utilitzat en el nostre treball és un model de TBI focal, pero també comporta
dany cerebral en regions relativament allunyades de la cavitat de la lesio. El dany focal
es produeix a conseqliencia d’'un impacte sobre la duramater a nivell del Iobul parietal.
Aix0 es tradueix en la mort cel-lular massiva en la zona de I'impacte i en la formacid
d’'una cavitat, aixi com Ila deformacié morfoldgica d’estructures adjacents,

principalment I’hipocamp dorsal.

Tal com ja hem vist en treballs previs (Jacotte-Simancas et al., 2015; Amords-Aguilar, et

al., 2015), en aquest treball hem constatat que el CCl provoca una cavitat considerable
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de lesid en el cortex parietal de I’hemisferi ipsilateral, amb una profunditat maxima
mitjana de 1.13 mm. A més, a I"hemisferi ipsilateral, déna lloc a una reduccié d’un
15.7% del volum global de I’"hipocamp dorsal, i d’un 32.7% del volum de I'hilus del gir
dentat, en comparacié amb I'hemisferi contralateral. També produeix una perdua
neuronal massiva a nivell de I'hilus (59.5%) i un increment de la reactivitat microglial a
I’hipocamp dorsal (19.5%), amb preséencia de focus molt densos de microglia activada,
en comparacié amb el grup sham. De fet, la totalitat dels animals del grup L-sed
mostraven focus d’elevada densitat de cél-lules Ibal+ de morfologia majoritariament
ameboide (microglia activada). En molts casos, els focus incloien també la preséncia de
monocits. Les analisis quantitatives indicaren un increment significatiu de la intensitat
de gris, sense que hi hagués un augment significatiu de I'area amb marcatge. Aixo és
coherent amb les observacions qualitatives, que ens mostraren que les arees de
reactivitat microglial no eren uniformes, sind que la microglia reactiva tendia a
concentrar-se en regions especifiques, envoltades per altres regions amb poca

reactivitat.

D’acord amb I'anterior, tant la pérdua neuronal i de volum de I'hilus, com la reactivitat
microglial a I'"hipocamp dorsal mostren un patré regional. Aixi, de les tres seccions
analitzades, la més anterior (que, en la majoria d’animals es localitzava rostral a la
cavitat de la lesid) mostrava només alteracions modestes. En canvi, les seccions
ubicades en coordenades més posteriors, i coincidents amb part de la cavitat de la

lesio, presentaven una afectaciéo molt severa.

Finalment hem trobat que el nostre model de lesié redueix significativament Ia
neurogénesi a la capa granular del gir dentat. Aixi, els animals lesionats sotmesos a una
condicid sedentaria presentaven un menor numero (45.8%) i densitat de cél-lules DCX+

(34.9%) que el grup Sham en I’hemisferi ipsilateral a la lesio.

La reduccié en el volum de I'hipocamp dorsal i I'hilus, i en el nimero de neurones
madures en aquesta regid, observats 7 setmanes després de la lesié en el nostre
experiment, ja eren presents a les 3 setmanes, tal com es va posar de manifest en un
estudi previ en el nostre laboratori (Jacotte-Simancas et al, 2015). Ara bé, en aquest

estudi previ també es va observar una certa disminucié de neurones madures a la PRhc
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de I'hemisferi ipsilateral, en comparacié amb el contralateral. En canvi, en el present
treball no hem trobat cap efecte del CCl sobre el nUmero de neurones d’aquesta regio,
forca més allunyada del lloc d’'impacte que I'hipocamp dorsal. Aquesta divergencia
entre els dos treballs podria ser deguda a petites diferéncies en la realitzacié de la
lesid. En aquest sentit, mentre que en el present experiment la coordenada
anteroposterior mitjana d’inici de la cavitat de la lesié en el grup lesié sedentari era
-2.83 respecte Bregma, en |'experiment de Jacotte-Simancas et al. (2015) era -1.9

respecte Bregma.

De manera concordant a les dades d’aquesta tesi, és un fet demostrat que el TBI, tant
en models animals com en humans, provoca multiples i complexos canvis inflamatoris
que s’inicien poc després de la lesié i que es van modificant amb el temps. En general,
el TBI a llarg termini produeix neuroinflamacié cronica, pérdua cel-lular i reduccié de la
neurogénesi en I'hemisferi ipsilateral a I'impacte (Glushakova et al., 2014; Acosta et al.,
2013). L'increment de reactivitat microglial observat en aquest treball és congruent
amb el que passa amb humans (Karve, Taylor i Crack, 2015) i també concorda amb les
dades descrites en altres treballs amb el model CCl en rata i ratoli. Per exemple, Acosta
i col.laboradors (Acosta et al., 2013) van trobar un increment de microglia reactiva en
diferents regions de substancia blanca i grisa de I'hemisferi ipsilateral a la lesio, 8
setmanes després d’una lesiéd per CCl en rates. Tot i aixi, i a diferéncia del present
treball, no es va trobar microglia reactiva en el gir dentat de I’hipocamp. Aquest fet pot
ser degut a dos motius. En primer lloc, la coordenada d’impacte respecte a Bregma en
el treball d’Acosta et al. era forca més anterior (+0.2 mm) que la del nostre treball (-4.5
mm). En segon lloc, el dany induit era menys sever (1 mm profunditat). Aixi mateix,
Piao et al. (2013) també van trobar un increment del numero de cél-lules de microglia
reactiva 12 setmanes després d’un CCl en ratolins. En canvi, Turtzo et al., (2014) no van
trobar neuroinflamacio cronica (a les 8 setmanes post-TBI) en el cortex circumdant a la
lesid, en rates femelles amb una lesié per CCl més severa que la del nostre model (2.5
mm de profunditat). En concret, la reactivitat microglial associada a marcadors tant
M1 com M2 ja havia tornat als nivells de les rates control a partir dels 5-7 dies post-
TBI. Aquest fet pot ser degut a que només van analitzar arees corticals circumdants a la

cavitat de lesid, i a llarg termini podria ser que la reactivitat microglial es trobi en zones
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proximes perd una mica més allunyades de la cavitat de lesié. De fet, Wang et al.,
(2013) seguien observant microglia amb perfil M1 als 14 dies d’una lesié per CCl en
ratolins en regions molt proximes no circumdants a la cavitat de lesid, mentre que la
microglia amb perfil M2 havia tornat als nivells dels ratolins sham en aquest moment

post-TBI.

Pel que fa la pérdua cel-lular a I’hipocamp, els nostres resultats sén concordants amb
els d’altres treballs amb CCI, com el d’Acosta et al. (2013), que van trobar reduccié del
numero de neurones madures en CA3, i el de Piao et al., (2013) que van observar una
reduccio en el gir dentat. En el nostre cas, la reduccié s’ha estudiat en una altra regié
de I'hipocamp, I'hilus. Pel que fa al nUmero de neurones immadures, alguns treballs,
tant del nostre (Jacotte-Simancas et al, 2015), com d’altres laboratoris (Acosta et al.,
2013) no han trobat cap disminucié en animals lesionats en comparacié amb el sham,
a diferencia de les dades del present treball. Aquestes aparents discrepancies podrien
ser atribuibles, entre altres factors, a diferéncies en la localitzacié especifica de la lesié

i la seva severitat o al moment especific post-TBI en qué s’analitza la neurogénesi.

4.3.1.2 Efectes sobre la memoria de reconeixement d’objectes

Els resultats del segon experiment han confirmat la persistéencia a llarg termini (53
dies) del deéficit en la MRO en animals sotmesos al métode CCI per a la induccié de
dany cerebral traumatic quan el test de memoria té lloc 24 h després de I'adquisicio.
En canvi, en el test de retencid a les 3 h, només s’ha trobat un efecte marginal de la
lesiod, doncs, si bé el grup amb lesié i condicié sedentaria no va mostrar un clar record
de I'objecte familiar, el seu index de discriminacio no diferia del dels altres grups. En
altres experiments realitzats en el nostre laboratori hem trobat resultats divergents en
guant al test de retencid a les 3 h. Aixi, en 'Experiment 1 d’aquesta tesi no es va trobar
efecte de la lesid, mentre que en altres treballs previs si es va observar afectacid
(Jacotte-Simancas et al., 2015; Loréon-Sanchez et al., 2016). Tal com hem comentat en
la discussié de I'Experiment 1, aquestes discrepancies entre experiments, podrien ser
degudes a petites diferencies en I'aplicacio de la lesid, o a les manipulacions concretes

de cada disseny experimental. Tot indica que el record a les 3 h és més dificil d’afectar,
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i aixo el fa molt sensible a petites variacions en la localitzacié i extensié de la lesié. En
canvi la retencié a les 24 h s’ha vist sistematicament afectada en tots els treballs
previs, la qual cosa indica que I'execucié en aquesta prova és enormement vulnerable
al model de TBI utilitzat. Els resultats tornen a suggerir que tant la demanda cognitiva
com el substrat neural subjacent dels dos test de retencid, seguint la metodologia
especifica dels nostres experiments, son diferents. En primer lloc, en aquest segon
experiment no s’ha trobat cap correlacié entre els dos test de memoria. En referéncia
a les bases neurals, en la formacié de la MRO a les 3 h, tot i que hi participen diferents
arees, sembla que la PRhc té un rol clau (Barker et al., 2007; Warburton & Brown,
2015). Alguns autors consideren que la PRhc seria especialment critica per a la
consolidacié de la memoria quan hi ha una alta ambiglitat entre les caracteristiques
visuals dels objectes, és a dir, quan aquests sén molt similars entre ells. En concret,
estaria relacionada amb la separacié de patrons, és a dir, permetria emmagatzemar en
diferents records memories que per la seva similitud podrien quedar solapades
(Miranda et al., 2017). Com en el nostre treball els objectes utilitzats durant les
diferents sessions sén molt diferents entre ells (forma i color), sembla que el paper de
la PRhc en el nostre model de MRO estaria relacionat amb al reconeixement de la
familiaritat de I'objecte, i no contribuiria a la consolidacié de la memoria a llarg termini
d’aquest reconeixement. Aixo concorda amb el fet que en el present experiment, en el
gue no s’ha observat dany en la PRhc, la MRO mesurada a les 3 h només esta afectada
marginalment, pero en canvi si que hi ha un deéficit clar d’aquesta memoria en els
experiments en que aquesta regid cerebral mostra una disminucié del nimero de
neurones (Jacotte-Simancas et al., 2015). En canvi, en la MRO mesurada a les 24 h, tot i
que la PRhc podria també intervenir, pel seu paper en el reconeixement visual dels
objectes, I'hipocamp sembla intervenir de forma més important, degut al component
espacial del segon test. El fet que I'hipocamp estigui molt relacionat amb el segon test,
concorda tant amb el present experiment com amb els treballs previs, ja que en tots
sempre hi ha una greu afectacié tant de I’hipocamp, com del test de memoria a les 24
h. D’acord amb aix0, com hem indicat abans, els resultats actuals mostren una
reduccid important de teixit a I"hipocamp ipsilateral, especialment a la regidé del gir

dentat, una perdua neuronal a I'hilus, una disminucié de la neurogénesis en I’"hemisferi
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ipsilateral, i un augment de la neuroinflamacid, amb focus que s’observen en tots els

animals.

4.3.2 Conducta dels animals en la roda d’activitat

Considerant I’exercici dels animals durant les 3 primeres setmanes de cada grup, es va
observar que els grups amb inici primerenc mostraven nivells semblants entre ells, i
superiors als mostrats pel grup que iniciava I'exercici 4 setmanes després de la lesio.
Donat que I'edat dels animals dels grups L-exe-sed i L-exe-exe a I'inici de I'exercici era
de 8 setmanes, mentre que els animals del grup L-sed-exe iniciaven l'exercici a les 12
setmanes d'edat, aquestes dades sén coherents amb la reduccid del nivell d’exercici

voluntari en funcié de I’edat (Goh & Ladiges, 2015).

Per altra banda, considerant I’exercici total fet pels animals, en el grup L-exe-exe els
valors mitjos diaris de distancia recorreguda i de temps d’activitat en la roda van anar
incrementant durant les 5 primeres setmanes, per disminuir durant les dues ultimes,
sent la setena setmana la coincident amb I'entrenament en la tasca de MRO. Tot i aixi,
en les darreres setmanes de I'experiment els metres diaris recorreguts i el temps diari
d’exercici encara mostraven nivells molt elevats, considerablement superiors als
assolits pels altres dos grups (que només corrien durant tres setmanes). Aquest efecte

ja s’ha observat en altres treballs en animals sans (Mondon et al., 1985).

4.3.3 Efectes de les diferents pautes d’exercici fisic sobre la MRO i sobre les

mesures histologiques

4.3.3.1 Exercici demorat

Els animals que iniciaren I’exercici fisic amb una demora de 4 setmanes respecte a la
lesié (grup L-sed-exe) van mostrar un nivell molt elevat d’execucid en les dues proves
de retencié de la MRO. En concret, mostraven record de I'objecte familiar a les 3 h, de
manera molt similar al grup Sham. A les 24 h de la MRO, també presentaven un record

equiparable al nivell del grup Sham i significativament superior al del grup lesid
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sedentari. A més, es va trobar una correlacié positiva entre el temps acumulat
d’exercici i I'index de discriminacioé a les 24 h (r=0.56). Aixo indica que I’exercici fisic pot
reduir els déficits de memoria fins i tot quan s’inicia durant I’etapa cronica del TBI,
molt després que s’hagin posat en marxa les cascades bioquimiques responsables del

dany secundari.

Aguests resultats concorden amb els descrits per Piao et al. (2013) en ratolins, que van
posar de manifest que I'exercici iniciat 5 setmanes després del CCl revertia el déficit de
MRO induit pel TBI. En canvi, no concorden amb els descrits per Chen et al. (2013),
també en ratolins, que van trobar que només els animals que comencgaven |'exercici
fisic dos dies després de la lesid presentaven una reversio dels déficits de MRO, pero
no aixi quan I'exercici comencava als 9 dies. Tanmateix, hem de tenir present que en
aquest darrer treball es va utilitzar un altre model de TBI, concretament un model
d’impacte sobre el crani. Es possible que el moment optim d’inici de I'exercici fisic
després d’un TBI pugui variar en funcié del tipus de dany produit (focal o difus, grau de

severitat, regio precisa de I'impacte, etc.).

A nivell histologic, I'exercici iniciat amb una demora de 4 setmanes va revertir la
disminucio de cél-lules DCX+ tant en nUmero com en densitat, causada per la lesié en
I’hemisferi ipsilateral. A més, en I'hemisferi contralateral a la lesid, i també en el
conjunt dels dos hemisferis, va augmentar el nimero i la densitat de neurones
immadures en comparacio al grup Sham. Aixi mateix, en el grup d’exercici demorat, es
va observar que quants més metres diaris i quan més temps diari corrien els animals
en la roda d’activitat major era el numero de célllules DCX+ (r=0.86 i 0.89,
respectivament). Finalment, també es va observar una relacio positiva entre el nUmero
de neurones immadures i I'index de discriminacié en la retencié6 a 24 h (r=0.64).
Aquests resultats son consistents amb la nocié que I'exercici contribueix a augmentar
el nimero de neurones noves, i que les neurones immadures participen en la formacié
de la memoria, principalment en tasques hipocamp-dependents (Toda & Gage, 2018).
Donat que aquesta ultima correlacié no es dona amb I'index de discriminacié en la
retencid 1, aixo refor¢ca més la idea que els dos tests estan mesurant aspectes cognitius

diferents.
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L’exercici demorat també va atenuar la pérdua de volum de I’hipocamp ipsilateral,
comparat amb el contralateral. En canvi, no es va observar reduccié de la perdua de
neurones madures a I'hilus del gir dentat, ni va atenuar la reactivitat microglial a
I’hipocamp. De fet, el percentatge d’animals d’aquest grup que presentaven focus de
reactivitat microglial era molt elevat (85.70%), només lleugerament inferior al del grup
sedentari i molt superior al dels grups interromput (L-exe-sed) i continuat (L-exe-exe).
Aquests resultats no concorden amb la reduccié de reactivitat microglial descrita per
Piao et al. (2013) en ratolins després d’exercici demorat. Creiem que part d’aquesta
discrepancia podria ser atribuible a diferencies en la severitat del TBI, ja que Piao et al.
van utilitzar una profunditat d’impacte de 2 mm en ratolins, la mateixa que nosaltres
en rates. La profunditat és un dels parametres del CCl que més influeix en el grau de
severitat de la lesio, per la qual cosa pensem que en ratolins aquesta profunditat de
I'impacte comporta un nivell de severitat superior a I'induit en rates. També s’ha vist
en I'experiment de Piao et al., que els ratolins que iniciaven |'exercici una setmana
post-TBI, a diferencia del que l'iniciaven a les 5 setmanes, no presentaven una millor
execucio durant I'aprenentatge que els ratolins TBI sedentaris. Aquest fet pot deure’s a
un inici primerenc de I'exercici i/o a la seva interrupcid, ja que aquests animals
passaven quasi un mes en condicié sedentaria abans d’iniciar les proves de memoria i
les proves histologiques no es realitzaven fins gairebé 8 setmanes després de la
interrupcio de I'exercici. Aixi, doncs, els efectes observats també poden ser deguts, al
menys en part, al llarg periode d’interrupcié de I'exercici, i no només al moment del

seu inici (Piao et al., 2013).

En resum, l'inici de I'exercici a las 4 setmanes de la lesié va tenir efectes beneficiosos
en la MRO avaluada a les 24 h, i sembla que aquests beneficis estaven mediats, al
menys en part, per I'increment de neurogenesi en el gir dentat. En concret, a major
guantitat d’exercici, les rates presentaven un major nivell de neurogénesi, i com més
elevada era la neurogenesi a I’hemisferi lesionat, millor era I'execucié de la memoria a
les 24 h. Per tant, I'exercici sembla haver tingut efectes neuroreparadors. Tot i aixi,
I'inici demorat de I'exercici sembla haver tingut pocs efectes neuroprotectors, ja que
nomeés va disminuir una mica la pérdua de volum de I’hipocamp ipsilateral, perd no va

reduir la inflamacid en I'hipocamp dorsal, ni la mort neuronal a I’hilus del gir dentat.
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4.3.3.2 Exercici interromput

En un treball previ del nostre laboratori (Jacotte-Simancas et. al, 2015) es va trobar
que tres setmanes d’exercici fisic voluntari iniciat 4 dies després de la lesid revertia el
deficit de memoria en un test a 24 h, quan la tasca de MRO s’administrava 3 setmanes
després de la lesid en un moment en qué encara es mantenia el tractament d’exercici.
Aquest mateix tractament va donar lloc a un increment de la neurogénesi en el gir
dentat, i va atenuar la péerdua de neurones madures en |'hilus del gir dentat i, en
menor mesura, en la PRhc, una regié menys afectada per la lesié. Un dels objectius del
nostre treball era determinar si els esmentats efectes beneficiosos de I'exercici iniciat
4 dies després del TBI i mantingut durant 3 setmanes disminuirien o s’esvairien del tot
després d’interrompre el tractament i d’aplicar la tasca de MRO 4 setmanes després de
la finalitzacié de I'exercici. En altres paraules, voliem saber si els efectes beneficiosos
de I'exercici fisic sobre els déficits de memoria es mantindrien un cop finalitzat aquest
tractament, o I'exercici s’hauria de mantenir de forma cronica per mantenir els seus
efectes. Els resultats que hem trobat indiquen que quatre setmanes després de la
interrupcio de I'exercici fisic encara s’observa un efecte beneficiés sobre la memoria i

sobre alguns indexs de neuroproteccid.

Aixi, els animals del grup L-exe-sed van mostrar record de I'objecte familiar a les
sessions de retencio a les 3 h i a les 24 h, un index de discriminacié similar al de les
rates del grup Sham i superior al dels animals lesionats sedentaris en el segon test de
retencid. A més, el grup amb exercici interromput presentava una menor perdua del
numero, i en menor mesura de la densitat, de neurones madures a I’hilus que el grup
L-sed, una atenuacié de la pérdua de volum de I’hipocamp ipsilateral, aixi com una
reduccio de la reactivitat microglial. Concretament, la proporcié d’animals d’aquest
grup amb preséncia de focus de microglia reactiva era d’'un 57%, en comparacio al

100% en el grup L-sed.

La interrupcié de I'exercici va donar lloc, no obstant, a la pérdua de I'increment de la
neurogénesi. D’aquesta manera, el grup L-exe-sed presentava un numero i densitat de
neurones immadures semblant al del grup L-sed en els dos hemisferis, i inferior al del
grup Sham en I’hemisferi ipsilateral. Aixo indica que I'increment de la neurogénesi que

presumiblement s’hauria produit com a conseqiiéncia de les tres setmanes d’exercici
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fisic (d’acord amb els resultats de I'estudi previ de Jacotte-Simancas et al, 2015), ja no
estava present 4 setmanes després de la finalitzacié d’aquest tractament. En animals
sans s’ha descrit fins i tot que la interrupcid de I'exercici fisic pot reduir la neurogénesi
per sota dels nivells dels animals sedentaris en ratolins sans, a partir de les 5 setmanes
d’interrupcio (Nishijima et al., 2017). Nosaltres no hem observat un efecte tant acusat,
ja sigui perque el temps des de la finalitzacié de I'exercici fins al sacrifici ha sigut més
limitat, per diferéncies en I'edat d’inici de I'exercici i 'espécie animal utilitzada, o pel

fet que en el nostre experiment els animals tenien dany cerebral.

Malgrat els baixos nivells de neurogénesi en el moment de les proves de memoria,
aquest tractament amb exercici interromput va ser capa¢ de revertir els déficits de
memoria en el test a 24 h, tal com s’ha indicat abans. Tot fa pensar que aquests
efectes beneficiosos serien atribuibles a la neuroproteccié induida per I'exercici iniciat
pocs dies després de la lesid, que hauria pogut atenuar algunes de les cascades que
donen lloc al dany secundari i que s’hauria evidenciat en una menor reactivitat
microglial a I’'hipocamp dorsal i una menor péerdua neuronal a I'hilus. A més, no podem
descartar que les neurones noves generades durant el periode d’exercici, i que en el
moment del sacrifici ja serien neurones madures i per tant detectables mitjancant el
marcador DCX, hagin pogut contribuir també a la millora de la memoria. En
experiments futurs s’haura de determinar si els efectes beneficiosos de I'exercici
primerenc es mantenen durant terminis encara més llargs, o si, en contraposicio,
desapareixen completament en la linia dels resultats trobats per Piao et al. (2013) en

ratolins amb un nivell d’afectacid més severa, tal com hem comentat abans.

Alguns treballs han observat que I'exercici iniciat poc després de la lesié pot tenir un
efecte deteriorant, ja que la lesié promou una resposta neuroreparadora innata,
mitjancant I'augment de molécules associades a la plasticitat, i I'exercici immediat
disminueix aquesta resposta neuroreparadora endogena (Griesbach, Gomez-Pinilla i
Hovda, 2004). No obstant, en el nostre laboratori hem observat repetidament un
efecte beneficids de I'exercici quan aquest s’inicia 4 dies després de la lesié. Ho haviem
observat en el treball de Jacotte-Simancas et al., (2015), i I’hem tornar a observar en el
present experiment (grups L-exe-sed i L-exe-exe). Sembla ser que aquestes

discrepancies respecte al moment en que convé iniciar I'exercici fisic després d’un TBI
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estarien relacionades, almenys en part, amb la severitat de la lesié. Tal com van veure
Griesbach et al.,, com major és el grau de severitat de la lesid, major temps ha de
transcdrrer per iniciar I'exercici fisic per tal que aquest tingui efectes beneficiosos
(Griesbach, Gomez-Pinilla i Hovda, 2007). Sembla haver-hi una finestra temporal
concreta perque els efectes terapéutics de I'exercici tinguin un efecte positiu en la
regulacié a I'alca de molécules associades a plasticitat. Es possible, doncs, que iniciar
I’exercici 5 dies després de la lesié pugui resultar contraproduent si la severitat del TBI
és alta, i en canvi, pot tenir efectes beneficiosos si la severitat és moderada. |, a la
inversa, quan la severitat és moderada l'inici de I'exercici poc després de la lesié pot

maximitzar I'efecte antiinflamatori d’aquest.

4.3.3.3 Exercici continuat

La nostra hipotesi de partida era que I'exercici iniciat poc després de la lesié hauria de
reduir les deficiéncies de memoria principalment induint efectes neuroprotectors,
mentre que |'exercici iniciat amb demora exerciria efectes beneficiosos principalment
a través de canvis plastics i incrementant la neurogénesi. En conseqliéncia, seria
d’esperar que iniciar I'exercici pocs dies després de la lesio i mantenir-lo a llarg termini,
sense interrupcid, hauria de constituir la millor pauta, per la combinacié d’efectes
neuroprotectors i neuroreparadors. Tanmateix, i contrariament a la nostra hipotesi,
I’execucié dels animals del grup L-exe-exe en el segon test de retencid, no va ser
significativament superior a la del grup L-sed, encara que tampoc no va ser
significativament inferior a la del grup Sham. Es a dir, els animals del grup amb exercici
continuat mostraven un index de discriminacio significativament superior a zero, no
Unicament en la sessid de retencié 1, sind també en la 2, indicant que hi havia record
de l'objecte familiar. Per tant, el tractament d’exercici continuat va tenir efectes
beneficiosos, ja que va reduir el déeficit de memoria, perd no els va arribar a revertir, a

diferéncia de les altres dues pautes d’exercici.

Un factor que pot haver contribuit a reduir I'efecte beneficiés d’aquesta pauta
d’exercici és la elevada quantitat d’exercici que presentaven aquests animals. En

aquest grup els valors diaris de distancia recorreguda i de temps d’activitat en la roda
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van anar incrementant durant les primeres 5 setmanes, per disminuir lleugerament
durant les dues ultimes. Tot i aixi, en les darreres setmanes de |'experiment els metres
diaris recorreguts i el temps diari d’exercici eren considerablement superiors als
assolits pels altres dos grups (que només corrien durant tres setmanes). En altres
treballs s’ha vist que els animals sans amb alts nivells d’exercici sén els que mostren
una pitjor execucié en proves de MRO (Garcia-Capdevila et al., 2009). També s’ha vist
qgue els animals seleccionats genéeticament per tenir alts nivells d’exercici espontani

mostren una pitjor execucid en tasques de memoria (Rhodes et al., 2003).

Reforcant aquesta idea, només en aquest grup les variables distancia i temps d’exercici
presentaven correlacions negatives amb I'index de discriminacid i I'exploracié total en
el test de retencié a 3 h. Tot i aixi, la pitjor execucié no sembla ser deguda a una menor
exploracid, ja que no es van trobar correlacions significatives entre I'exploracié dels

objectes durant les diferents sessions de la MRO i els indexs de discriminacid 1 2.

A nivell histologic, I'exercici continuat va donar lloc a alguns efectes neuroprotectors i
a un increment de la neurogenesi. Els efectes neuroprotectors es van manifestar,
principalment, mitjancant una atenuacié de la reactivitat microglial. La proporcié
d’animals d’aquest grup que presentava focus de microglia reactiva era d’'un 57% (la
mateixa que en el grup L-exe-sed) i sensiblement inferior a la del grup L-sed (100%).
D’altra banda, les mesures de reactivitat d’lbal indicaren una clara atenuacid, amb
valors que no diferien significativament del grup Sham, encara que tampoc del grup L-
sed. Val a dir que en aquest grup es va trobar una correlacié positiva entre el temps
d’exercici durant les tres ultimes setmanes (pero no durant les primeres setmanes) i la
reactivitat microglial. Es a dir, tot i que I’exercici continuat reduia la reactivitat
microglial, aguest efecte era menor en els animals que passaven més temps al dia a la

roda d’activitat durant els darrers dies de I'experiment.

A diferencia del grup amb exercici interromput, en el grup d’exercici continuat no es va
observar atenuacio de la mort de neurones madures a I'hilus, a excepcié d’un efecte
marginal en la secci6 més anterior. Es probable que durant les primeres setmanes
I’exercici hagi pogut tenir efectes neuroprotectors també en el grup continuat, pero els

alts nivells d’exercici durant les ultimes setmanes podrien haver esvait aquest efecte,
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en la linia del que sembla haver passat amb la neuroinflamacié. Es a dir, una part de les
neurones que haurien aconseguit sobreviure durant les primeres setmanes post-TBI
gracies al tractament amb exercici, podrien haver mort posteriorment degut a un

excés d’exercici.

Pel que fa a la neuroreparacio, les dades indiquen que aquest grup va presentar nivells
molt elevats de neurogénesi, encara que no tant com els observats en el grup
demorat. Aixi, igual que aquest, el grup L-exe-exe mostrava un ndmero i densitat de
cél-lules DCX+ en I’hemisferi contralateral superior als altres dos grups lesionats i al
grup Sham. En canvi, en I'hemisferi ipsilateral, tot i que mostrava una densitat de
cél.lules DCX+ superior que la del grup lesié sedentari, el nUmero d’aquestes no diferia
significativament de cap altre grup. Aixi mateix, per al conjunt dels dos hemisferis, el
grup continuat presentava més neurogenesi, en numero i densitat, que els grups lesid
sedentari i exercici interromput, perd no que el Sham. A diferéncia del que es va
observar en el grup demorat, en aquest grup no es va trobar cap correlacié positiva
entre els nivells d’exercici (distancia i temps) i el nimero de cel-lules DCX+. De fet, fins i
tot presentava una correlacié negativa (r=-0.51) (amb tendéncia a la significacid) entre
el temps en la roda d’activitat durant les ultimes setmanes i el nivell de neurogénesi.
Aquestes dades concorden amb resultats obtinguts en altres laboratoris. En rates
seleccionades genéticament per mostrar alts nivells d’exercici espontani s’ha vist que
I'increment de la neurogénesi induit per I'exercici s’atenua quan aquest es manté
durant periodes llargs de temps (Naylor et al., 2005). D’altra banda, Nguemeni et al.,
(2018) van mostrar una relacié negativa entre les distancies recorregudes i la
supervivencia de noves neurones en rates sanes amb accés cronic a roda d’activitat. En
canvi, els animals que corrien menys pel fet de tenir limitat I'accés a la roda d’activitat
presentaven nivells superiors de neurogénesi. Es a dir, a llarg termini nivells moderats

d’exercici semblen incrementar més la neurogénesi que nivells alts.

Una consequiéncia dels nivells excessius d’exercici, que podria explicar que els efectes
beneficiosos del tractament hagin estat menors als esperats, és el menor increment de
pes corporal observat en el grup amb exercici continuat, en comparacié amb els altres
grups. No obstant, aquest menor increment del pes corporal no va impedir que els

animals mostressin un bon record en la primera sessié de retencid, malgrat observar-
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se una correlacié positiva entre I'increment de pes corporal i I'index de discriminacié
en aquesta sessid. Per altra banda, tampoc va impedir que I'exercici tingués un efecte
beneficids sobre la MRO en el test a 24h. Tot i que la reduccid del déficit en aquesta
sessid va ser una mica inferior a la dels altres grups tractats amb exercici, no s’ha
trobat relacié entre I'increment de pes i I'index de discriminacié 2. Encara que esta
dada no s’hagi especificat en I'apartat de resultats, tampoc es va trobar cap correlacié
entre lI'increment de pes i la neurogénesi, que és una altra variable en que s’ha
observat un menor increment de l'esperat. No sembla, per tant, que el menor
increment en el pes corporal dels animals del grup amb exercici continuat pugui haver

contribuit de forma substancial a reduir I’efecte beneficids de I’exercici.

4.3.4 Relacio entre els nivells d’exercici fisic i la magnitud dels seus efectes
beneficiosos

Donat que haviem observat diferéncies en la quantitat diaria d’exercici dels animals
dels tres grups, i que aquestes diferéncies semblen estar relacionades amb la magnitud
dels efectes beneficiosos de I'exercici sobre la memoria (Garcia-Capdevila et al., 2009),
vam distribuir els animals dels tres grups d’exercici en tres nivells (baix, moderat i alt)
diferents en funcié d’una banda, del temps acumulat al llarg de tot el periode
d’exercici i de I'altra, del temps diari d’exercici durant les dues darreres setmanes de
I'experiment, per examinar si els efectes de I'exercici variaven en funcié d’aquests

nivells.

Pel que fa la distribucié segons el temps total acumulat en roda, els animals classificats
dins la categoria de “nivell mig” d’exercici tendien a presentar un millor index de
retencié a les 24 h (p= 0.056) que els animals de les categories “nivell baix” i “nivell
alt”. Aixo és concordant amb els resultats d’altres treballs, tant en animals sans
(Garcia-Capdevila et al., 2009) com amb dany cerebral isquémic (Shih, Yang & Wang,
2013), que han observat que els nivells moderats d’exercici sén més efectius per

millorar la memoria que els nivells alts.

Quan es van classificar els animals en funcié del temps en roda durant les dues ultimes

setmanes de I'experiment, es va observar que els animals de nivell moderat
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presentaven més neurogenesi que els de les altres dues categories (“nivell baix” i
“nivell alt”). Aquestes dades suggereixen que la relacié entre temps diari d’exercici i
neurogénesi és dosi-dependent, amb forma d’U invertida, sent el nivell optim el

moderat.

Cal tenir en compte que en les dues classificacions realitzades, la majoria d’animals del
grup amb exercici continuat se situaven en la categoria de “nivell alt”. Aquestes dades
podrien explicar perqué els nivells de memoria i de neurogenesi en aquest grup son
més modestos del que s’hauria d’esperar. Aixo recolzaria la idea que un nivell excessiu
d’exercici, com I'observat en el grup continuat, podria explicar el menor efecte del

tractament sobre la MRO.

En resum, les diferents pautes d’exercici fisic van reduir els deficits de MRO causats pel
TBI en la prova de retencid a 24 h, pero aquest efecte va ser més marcat en els animals
sotmesos a tres setmanes d’exercici, ja fos iniciat 4 dies després de la cirurgia i
interromput 4 setmanes abans de la finalitzacié de I'experiment (grup L-exe-sed), o
iniciat amb una demora de 4 setmanes respecte a la lesié (grup L-sed-exe). En tots dos
grups es van revertir els deficits de memoria, ja que aquests animals presentaven un
index de discriminacié similar als animals del grup Sham, i significativament superior

als animals amb lesié mantinguts sempre en condicié sedentaria (grup L-sed).

En canvi, i en contra del que era d’esperar, el grup que va realitzar exercici fisic de
manera continuada durant 7 setmanes, des de 4 dies post-TBI fins al moment del
sacrifici, va mostrar una execucido més modesta que els altres dos grups d’exercici en la

prova de retencié a 24 h.

A nivell histologic, els dos grups de tractament amb inici primerenc (L-exe-sed i L-exe-
exe), mostraren efectes neuroprotectors. En el grup amb exercici continuat només es
van observar aquests efectes en relacié a la neuroinflamacid, perd no en el nimero de
neurones a hilus. En canvi, en el grup interromput |'efecte neuroprotector es va
evidenciar tant en una reduccié de la mort de neurones madures a I’hilus, com en una

reduccio de la reactivitat microglial.
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Pel que fa la neurogénesi, si bé en els dos grups que realitzaven exercici al final de
I'experiment es trobava incrementada, aquest augment era més acusat en el grup

demorat.
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5. Discussio general

Els resultats d’aquest treball mostren que els déficits de memoria produits pel TBI
tendeixen a mantenir-se en el temps, en cas que no s’administri cap tipus de
tractament. D’altra banda, posen de manifest que I'exercici fisic pot ser un tractament
efica¢ per reduir aquests deficits, especialment quan s’administra en nivells moderats.
Resulta prometedor que I'exercici hagi sigut capac¢ de reduir la neuroinflamacid i la
mort neuronal, i d’incrementar la neurogénesi, efectes que varien en funcié de la
pauta d’exercici, i que podrien contribuir a millorar altres funcions cognitives, a més de

la MRO avaluada en aquest treball.

Un resultat sorprenent del segon experiment és que la pauta de llarga durada ha sigut
la menys eficag per reduir els déficits de memoria. Vol dir aixd0 que no és convenient
que els pacients portin a terme exercici de manera continuada? Pensem que aquesta
seria una interpretacié inadequada, ja que hem observat que aquesta pauta d’exercici
és I'tnica que va mostrar efectes positius sobre els dos grans mecanismes d’accid
esperats: neuroprotectors i neuroreparadors. A més, encara que el nombre d’estudis
sistematics i ben controlats metodoldogicament realitzats amb pacients amb TBI és
escas, en general les pautes de llarga durada acostumen a ser més efectives que les
curtes o puntuals (Vanderbeken & Kerckhofs, 2017). Per tant, creiem que el fet que la
pauta d’exercici continuat no hagi estat la més beneficiosa estaria relacionat amb un
factor que probablement sigui clau: la quantitat o intensitat diaries d’exercici. Hem vist
que el temps diari d’exercici modulava els efectes cognitius (i també alguns efectes
histologics) del tractament. Concretament, els animals que dedicaven un temps mitja
d’exercici diari moderat eren els que mostraven una millor recuperacié cognitiva, i la
majoria d’aquests animals eren dels grups demorat o interromput. En canvi, la major

part dels animals amb exercici continuat mostraven nivells alts d’exercici.

Que passa quan el tractament amb exercici fisic s’interromp? En el nostre treball, la
pauta interrompuda també ha resultat eficac per reduir els deéficits de memoria,
principalment atenuant la neuroinflamacié i la mort neuronal. No obstant, hi ha
mecanismes neuroreparadors iniciats durant el periode d’exercici que suposadament
s’han esvait. Novament, aix0 reforcaria la recomanacié que els pacient amb TBI que

presenten deficits cognitius segueixin fent exercici fisic de manera cronica, o almenys
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durant un temps relativament llarg més enlla de la recuperacié total de les funcions

cognitives.

D’altra banda, el fet d’iniciar I’exercici durant la fase cronica del TBI també ha mostrat
ser beneficids per a la recuperacié de la memoria, principalment a través de canvis
neuroreparadors (increment de la neurogenesi); en canvi, no va ser capa¢ d’atenuar la
inflamacid ni la pérdua cel-lular en I’'hipocamp. Aixd suggereix que durant els periodes
en que es practica exercici fisic es poden reduir les deficiencies cognitives a través de
mecanismes neuroplastics, fins i tot quan aquest no s’ha iniciat en el periode subagut
del TBI. Aix0 resulta esperancador per a aquells pacients que, per diverses
circumstancies (per exemple, politraumatismes) no han pogut iniciar el tractament
més aviat. En els nostres animals hem vist que el nivell de recuperacié cognitiva era
directament proporcional als nivells de neurogénesi en I'hemisferi lesionat. Cal
remarcar que no hi ha consens sobre I'existéncia de neurogenesi adulta en humans
(Sorrells et al., 2018; Boldrini et al., 2018), pero, en tot cas, no es posa en dubte que en
aquests I'exercici també genera canvis plastics en el cervell, principalment a
I’hipocamp i a I'escorca prefrontal, estructures molt relacionades amb les funcions
cognitives i especialment vulnerables al TBI (Voss, et al., 2013; Vivar & van Praag,

2017).

El present treball també presenta certes limitacions. En primer lloc, el tipus de tasca
utilitzada no permet avaluar I’execucié dels animals de manera gradual i, per tant, no
permet establir diferents nivells en la millora dels déficits. Tot i amb aixo, I'Us de la
MRO presenta també avantatges, ja que, en mesurar una conducta espontania com és
I’exploracid, no requereix pre-entrenament, ni estimulacié aversiva (xocs electrics o
natacio forcada), ni privacid de menjar (que podria constituir una variable interferent
amb I'exercici fisic, tenint en compte els seus requeriments metabolics). A més, és un
bon model de memoria de tipus episodic equiparable a les tasques utilitzades en
humans (Winters, Saksida & Bussey, 2008). Aixi mateix, la memoria de reconeixement
freqlientment esta afectada en el dany cerebral adquirit i en les malalties
neurodegeneratives (Russell, et al., 2011; Wammes, Good, & Fernandes, 2017; Gold &

Budson, 2008).
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Una altra limitacid del nostre treball és que els animals estaven aillats en gabies
individuals. Laillament era necessari per poder controlar les distancies i temps
d’exercici de cada animal i per evitar que alguns animals restringissin I'accés d’altres a
la roda. Sabem que I'aillament social augmenta I'estrés i pot tenir un efecte negatiu
sobre la neurogenési (Leigh Leasure & Decker, 2009). Tot i aixi, en el nostre laboratori
hem observat que els animals amb TBI estabulats en gabies individuals mostren un
important increment de neurogenesi després de 10 dies d’exercici (Jacotte-Simancas
et al 2015). Sens dubte, I'entorn dels pacients és molt més ric que el de les rates de
laboratori; per la mateixa rad, hi ha una gran diversitat de factors que dificulten la
interpretaciod dels resultats, com ara les diferéncies en funcié de I'entorn familiar i

social, de si hi ha altres trastorns associats, etc.

Una tercera limitacié de la intervencio realitzada en el present treball és que aquesta
consta d’un unic tractament, mentre que a la practica clinica és habitual I'Us
d’intervencions multifactorials (Morris et al., 2016), que poden potenciar-se o, ben al
contrari, interferir entre elles. Aixi, per exemple, en un treball previ amb rates vam
observar una interaccié negativa entre I'exercici fisic i I'administracié de citicolina,
mentre que cada un dels dos tractaments per separat tenia efectes positius (Jacotte-
Simancas et al., 2015). En el present treball hem preferit centrar-nos en un Unic
tractament, perd en el futur sens dubte tornarem a estudiar els efectes de la

combinacié de diferents tractaments amb I’exercici fisic.

Un altre aspecte a tenir en compte és el model de TBI utilitzat en el nostre experiment.
El CCl, igual que qualsevol dels altres models animals de TBI, no és capa¢ de reproduir
totes les alteracions que es donen en la practica clinica, tot i que si en reprodueix una

bona part (O’Connor, 2011).

Finalment no podem oblidar que el nostre treball s’ha realitzat en rates mascle i que la
seva edat en el moment de la cirurgia corresponia a I'adolescéncia tardana. Edat i
génere son, sens dubte, dos factors que poden influir tant en les seqlieles del TBI com
en la capacitat dels tractaments per reduir-les. Vam escollir rates mascles adolescents
perque, en poblacio jove, el TBI constitueix la principal causa de dany cerebral adquirit.
En aquesta poblacid la prevalenga de TBI és superior en nois que en noies (Thurman,

2016). Tanmateix, el TBI es pot donar a qualsevol edat i, de fet, en persones grans la
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seva prevalenca és superior en dones (Thurman, 2016; Majdan et al., 2016). Coneixent
aquestes limitacions, en el nostre laboratori hem comencat a estudiar els efectes del

TBI i de I'exercici fisic també en rates femella.

Els treballs amb humans no estan tampoc exempts de limitacions. Aixi, els estudis
realitzats fins ara acostumen a incloure pacients de diferents perfils de lesié en quant a
severitat i tipus, aixi com d’edats molt diverses (Morris et al., 2016). A més, sovint els
tests cognitius utilitzats no sén prou sensibles i especifics per detectar canvis després
de la intervencié (Morris et al., 2016). Cal assenyalar també altres limitacions en els
estudis en humans, com la diversitat en I'entorn familiar i social dels pacients, la
preséncia de comorbiditat, la polimedicacié, I'Us d’altres tractaments rehabilitadors,
etc. A més, I'estudi de la “dosi” adequada d’exercici en humans ha de tenir present
també que el TBI pot ocasionar alteracions en el sistema nerviés autonom que
dificulten I'Gs de les mesures habituals d’intensitat de I'exercici basades en la taxa

cardiaca, aixi com alteracions en la percepcid de I'esforg realitzat (Morris et al., 2018).

Aixi doncs, els models animals tenen I'avantatge de poder fer estudis més controlats i
resulten molt Utils per examinar els mecanismes neurals subjacents tant a la
fisiopatologia del TBI com a l'efecte dels tractaments. D’altra banda, els estudis amb
humans sén indispensables per poder acabar de definir quines sén les pautes
especifiques d’exercici més apropiades per a cada tipus de pacient. Per tot plegat,
pensem que és necessari combinar la recerca animal amb estudis amb humans per tal
de poder arribar a “receptar” dosis i periodes d’exercici concrets als pacients amb TBI.
Ara per ara, malgrat que hi queda molt per investigar, creiem que |’exercici fisic hauria
de constituir una intervencié cronica, incorporada a la vida quotidiana dels pacients i,
en la mesura que fos possible, iniciada durant el periode subagut del TBI. D’aquesta
manera es podrien aprofitar al maxim les accions neuroprotectores i neuroplastiques

del tractament.
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6.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Conclusions

El model de TBI d’impacte cortical controlat indueix déficits de memoria de
reconeixement d’objectes quan la retencié s’avalua 24 h després de I'adquisicid,
sense que s’afecti la reactivitat emocional. Aquests deficits es mantenen a llarg
termini (almenys fins a 7 setmanes després de la lesid).

Totes les pautes temporals d’exercici fisic avaluades redueixen el deficit de
memoria induit per TBI.

L’exercici fisic interromput (iniciat durant la fase sub-aguda i finalitzat 4 setmanes
abans de les proves de memoria) reverteix el deficit de memoria, i té efectes
neuroprotectors, reduint la pérdua de teixit, la mort de neurones madures, i la
resposta inflamatoria a I’'hipocamp dorsal.

L’exercici fisic demorat (iniciat durant la fase cronica) reverteix el déficit de
memoria, i té efectes neuroreparadors, mitjancant un augment de la neurogénesi
en el gir dentat de I’hipocamp dels dos hemisferis. La neurogenesi de I’'hemisferi
ipsilateral correlaciona positivament amb la memoria a les 24 h.

L’exercici continuat (iniciat durant la fase sub-aguda i mantingut al llarg de
I’experiment) redueix el deficit de memoria en menor mesura que les altres dues
pautes d’exercici, tot i que genera tant canvis neuroprotectors, que es manifesten
amb una reduccié de la neuroinflamacié a |’hipocamp dorsal, com canvis
neuroreparadors, mitjancant un augment de la neurogénesi en el gir dentat.

Sembla haver-hi una relacié entre el nivell d’exercici i la millora de la memoria,
essent els nivells moderats més eficacos que els nivells baixos i alts,
independentment de la pauta temporal aplicada.

El menor efecte sobre el déficit de memoria de I'exercici continuat podria estar
relacionat amb nivells d’exercici voluntari molt elevats en els animals assignats a
aquesta pauta, i no amb el fet que I'exercici cronic pugui ser menys efectiu, ja que,
a diferencia de les altres pautes d’exercici, aquesta té efectes tant neuroprotectors
com neuroreparadors.
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