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lIl. TREBALL EXPERIMENTAL

1. EXPERIMENT 1

1.1. OBJECTIUS | HIPOTESIS

Aquest primer experiment té com aprincipal objectiu:

Estudiar els efectes del tractament d’AEIC post-entrenament sobre un

condicionament d’EV2 en rates velles (middle-aged, 16-17 mesos d’ edat).

Com hem comentat en |’ apartat de plantejament i objectius generalsal’inici d’ aquest treball,
els subjectes amb un nivell d aprenentatge inferior podrien veure’ s especialment beneficiats
pel tractament d’ AEIC post-entrenament. Aixi doncs, si tenim en compte queelsanmalsvells
solen presentar déficit d’ aprenentatge respecte dd sanimal sjoves, aguesta pot ser unapoblacié
que es beneficii especiament d’ aguest tractament. En cap treball previ, pero, s ha estudiat
I’ efecte de I' AEIC post-entrenament sobre I’ adquisicio i la retencié d' un aprenentatge en
animals vells. Aquest primer experiment ens ha de permetre comprovar, en primer lloc, si és
possible observar conductad’ AEIC en animals vdls, i, en segon lloc, si I aplicacié d'aquest
tractament és capag de modular I’ aprenentatge d’una tasca d’' EV2 en aguesta poblaci6 de
subjectes; és a dir, si en subjectes vells és possible modular els mecanismes de plasticitat
sinaptica subjacents a I’ aprenentatge d’ aquesta tasca mitjancant €l tractament d’ AEIC post-
entrenament. Ens interessara comprovar, igualment, si la resposta observada a tractament

d’AEIC éssimilar o diferent ala que s obté en una poblacio d’ animals joves.
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Experiment 1. objectiusi hipotesis

Com atasca d’ aprenentatge hem triat |’ evitaci6 activa de dos sentits (EV 2) en shuttle-box per
dosmotiusprincipals. En primer lloc, perqueaguestaéslatascaamb lagquea nostrelaboratori
s han estudiat els efectes de diversos tractaments facilitadors de I’ aprenentatge i la memoria,
coml’ AEIC, enanimalsjoves. Aixo faquedisposem d’ un model conductual ben establert amb
el que poder comparar la conducta dels animals vells. En segon lloc, perque, tal com hem
comentat en apartats anteriors (vegeu el punt 4.3.1. del marc tedric), tot i que les tasques de
memoria declarativa son els més sensibles al’ envelliment, sembla que dguns tractaments
preventiusde |’ aparicio de deficit associats al’ envelliment poden no ser efectius sobre aquest
tipus de tasgues. Per tant, considerem que és millor utilitzar una tasca no declarativa, com
I"EV2. D’entre el conjunt de tasques no declaratives, a més a més, semblaque aquestaés de
les més sensibles als eectes de |’ envelliment, fins i tot en rates middle-aged, com les que

S utilitzen en el present experiment.

Aixi doncs, seguint model sprevis, per assolir aguest objectiu esvan entrenar dosgrupsderates
Wistar de 16-17 mesos d’ edat en unatasca d' EV 2 segons un paradigma distribuit. Tots els
subjectes van ser sotmesos a 5 sessions d adquisicié del condicionament, de 10 assgos
cadascuna, en dies consecutius. Els subjectes del grup AEIC rebien, immediatament després
de cadasessi6 decondicionament, una sess 6 detractamentd’ AEIC a FPM, consistent en 1500
trens de corrent electric al 100% de la intensitat optima (determinada per a cada subjecte
experimental amb anterioritat al’inici delafased adquisicio del’ aprenentatge). Els subjectes
del grup Control no rebien cap mena de tractament desprésde les sessionsd’ EV2. L’ execud 6
dels dos grups va ser avaluada també a cap de 7 dies en una sessio de retencid del

condicionament, d’idéntiques caracteristiques ales sessions d’ adquisicio.

Segons la nostra hipotesi e tractament d’ AEIC post-entrenament accelera ds processos
natural s subjacents ala consolidaci6 de la memoria, per tant, en aquest primer experiment és
d'esperar que I'AEIC post-entrenament faciliti I'adquisicié i la retencié del

condicionament d’EV 2 també en rates velles (middle-aged).
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1.2. MATERIAL | PROCEDIMENT

1.2.1. Subjectes

Per alarealitzacio d’ aquest experiment es van utilitzar 39 rates abines mascles de la soca
Wistar procedentsdel nostre estabulari. A I'inici de |’ experiment tenien una edat mitjana de
491.3dies(DS=4.7) i unpesmigde762.2 gr (DS=84.03). Al llarg detotalafase experimental
es van mantenir unes condicions optimes de benestar i salut general delssubjectes seguint les
good laboratory practices que recomana la normativa vigent de “Proteccio dels animals
utilitzats per experimentacio i altres finalitats cientifiques’ (Directrius que especificala Llei
5/1995 (DOGC 2073-10.7.1995, del 21 dejuny). Degut al’ avancada edat dels subjectes, esva
controlar molt acuradament durant tot |’ experiment el seu estat mitjancant un protocol de
supervisio, establint a priori uns criteris de punt final per evitar el patiment innecessaii dels

animals.

Elsanimalsvaren ser criats a nostre estabulari i eren aillats, com aminim un diaabansdeles
primeres manipulacions expeimentals, en gabies individuals de plastic de dimensions
homologades (52x26x14cm), cobertes amb una tapa d’ enreixat metal lic i amb un llit de
serradures. La temperatura i la humitat de |I'egabulari van ser vigilades en tot moment,
oscil lant entre 211 23 °C i un 40-70%, respectivament, i es va mantenir un cicle de llum-
foscor constant controla artificialment (12x12 hores, ambles |lums enceses ales 8 hores del

mati). El subjectes tenien accésad libitum amenjar i aigua durant tot I’ experiment.
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Experiment 1. material i procediment

1.2.2. Material

1.2.2.1. Fabricacio i implantacié cronica dels eléectrodes

Es van tilitzar eléctrodes unipolars de 130um de diametre (Plastics One Inc., USA),
connectats mitjancant soldadura a unade les quatre microterminals d’ alumini d’ un connector
de material plastic, el qual, una vegada introduit I’ electrode al cervell de larata, esfixava al
crani del subjecte amb ciment dental (Vertex self-curing, Dentimex, Nederland) sobre tres
visos d'ancoratge. L’electrode de refeaencia, consistent en un fil de coure de 200um de
diametre, anava també solda a una de les 4 micoterminals del connector i, durant la
intervencio, es soldava a un dels 3 visos d’ ancoratge amb la finalitat de tancar €l circuit de

corrent eléctric entre I’ estimulador i € cervell del subjecte.

1.2.2.2. Aparell d’AEIC

L’equip d'AEIC utilitzat a I’experiment estava compost basicament per una gabia de
condicionament tipus Skinner (25 x 20 x 20 cm) amb una Unica palanca i duesllumsde 24W,
unad'il luminaci6 constant i I’ altra que S encenia contingentment a I’ administracio de cada
reforcador. Aquestagabiaestavasituadadinsd’ unacaixainsonoritzada, amb un ventilador que
permetia la renovacio del’aire i funcionava també com a soroll blanc de fons. El sistema
d estimulacié consistia en un temporitzador (Campden Instruments, Ltd.), un estimulador
graduat entre 01 410 pA (rms), un comptador de respostes, un comptador de reforcadorsi un
oscil loscopi (Hameg, HM 412-5) que permetia controlar en tot moment el valor del corrent
estimulant quearribavaal ssubjectes. Cadareforcador consistiaen untren depolsessinusoidals
de50Hz defrequenciai 0.3 seg de durada. Elsreforcadors estaven separats, com aminim, per
un interval de 0.7 seg (vegeu la figura 1.2,1). D’ aquesta forma, s evitava que els animals
rebessin més d’'un reforgador/seg, independentment de la seva taxa de resposta. Aquests
parametres de corrent estimulant es van mantenir fixes a Ilarg de tot I’ experiment, variant

Unicament la sevaintensitat.
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Experiment 1. material i procediment
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Fig. 1.2,1: Caracteristiquesdel corrent estimulant d’ AEIC. Cada reforcador consistia enun trende 15 polses de

20 mseg de durada cadascun.

1.2.2.3. Gabia d’evitacio activa de dos sentits

Esvausar una gabiaconvencional shuttle-box (Campden Instruments, Ltd.) de 48.5x 23.1 x
20.7 cm. L’ estimul condicionat (EC) consistia en un to de 80dB d'intensitat, 1 kHz de
freqlenciai 3 seg de durada. L’estimul incondicionat (El) era un xoc eléctric de 1 mA
d'intensitat (corrent aterna) i com a maxim 30 seg de durada, administrat a les potes de
I’animal através del terra enreixat de lagabia d’ eviteci6 activa (a totes les barres de forma
simultania). Lallum ambiental provenia de dos pilots, situats al sostre de la gabia, de 2.8 W
cadascun. Tot el dispositiu estava situat al’interior d’ una caixa d’ insonoritzacié dotada d’ un
extractor d’ aire que produia un so enmascarador desorolls externs. El plafé de control dds
parametres experimentalsi de registre de lesrespostes del subjecte es situavaa una habitacio

contigua, des d’ on I’ experimentador podiafer el seguiment de la sessio.
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Experiment 1. material i procediment

1.2.3. Procediment

1.2.3.1. Cirurgia estereotactica

Laintervenci estereotactica per implantar cronicament els el éctrodes d’ estimul acié es vadur
aterme seguint elsprocediments convencionalsde drurgiai utilitzant un aparell estereotactic
(David Kopf Instruments, USA, model 1504) amb adaptador per a rates. Previament a la
intervencid quirdrgica els subjectes foren anestesiats amb pentobarbital sodic (50mg/kg),
administrat intraperitonealment. Abans de practicar laincisio ala pell de lapart superior del
cap i abanstambé d’ aplicar la sutura, es vaadministrar lidocaina (Xilonibsa aerosol 10%) de
formatopicaalazonadelaferida. Durant laintervencio el cosde |’ animal es manteniacalent
gracies a una estora electrica. Per tal d’evitar infeccions postoperatories s administrava
preventivament unadosi Unica (0.2 ml, i.m.) de gentamicina (Gevramycin, Schering-Plough),
un antibiotic d’ampli espectre. Igualment, al finalitzar la intervencio es netgjavala ferida

quirdrgica amb un antiséptic topic (Topionic-Rius).

Els electrodes es van implantar ales fibresdel FPM, anivell del’HL del’ hemisferi dret. Les
coordenades estereotactiques que es van utilitzar van ser les saglients: -1.8 mm posterior a
bregma, +2.0 mm lateral alaliniamitjasagital i -8.5mm de profunditat apartir delasuperficie
cranial (Paxinos i Watson, 1986). Durant la fase de recuperacio postoperatoria (7 dies) es

controlava el pes dels subjectes.

1.2.3.2. Adquisicio de la conducta d’AEIC

Al cap de 7 dies de laintervenci6 quirlrgica, els subjectes realitzaven una Unica sessié de
moldegjament delaconductad’ AEIC. Essituavael subjectealagabiade Skinner i s endollava
el cable procedent de I’ estimulador al connector que duia implantat. La resposta operant a
moldejar eralade prémer la palanca, contingentment alaqual €l subjecte rebiaun reforcador

(untrend’ edimulacidelectricaal’ HL) segonsun programad’ interval fix 1seg. Aquestasessio
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Experiment 1. material i procediment

Figure 25
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Fig. 1.2,2: Imatge de I'atles de Paxinosi Watson (1997) indicant la trajectoria de pas i la localitzacié de

|I’deéctrode d’AEIC al FPM

de moldejament comencava amb corrents baixos d’ estimulacio (de 0 a50 pA), gque s anaven
augmentant progressivament segons les reaccions observades en e subjecte. Un cop
S aconseguiaqueel subjecteresponguésdeformacontinuadaaal gunaintensitat decorrent, s€' |
permetia autoestimular-se durant 10 minuts per tal que la conducta d’ AEIC s estabilitzeés,
anotant el nimero de respostes que feia durant aquest Ultim periode aixi com e nimero de
reforcadors (trens d’ estimulad 6 eléctrica) que rebia al llarg de tota lasessié de moldejament
delaconductad’AEIC.

1.2.3.3. Grups

Un cop havien finalitzat |a sessi6 de moldejament de laconductad’ AEIC els subjectes van ser
distribuitsen dos grups. Larad per fer-ho en agquest moment, és que en aquestasessio esvan
eliminar de I’ experiment aquells animals que van patir convulsions o d altres conductes
anormals(4 subjectesentatal). EIssubjectesrestantsvan ser distribuitsal’ atzar en el ssegiients

dos grups:
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Experiment 1. material i procediment

AEIC: rates que rebien una sessio de tractament d’ AEIC immediatament després de
cada sessi6 d’'adquisicio. Per poder determinar, per a cada animal, la intensitat del
corrent d’ AEIC aadministrar en les sessions de tractament, tots ds animals assignas
aaquest grup van passar per unessessionspreviesd’ AEIC destinades aaguestafinalitat

(sessionsde DIO, descrites en el punt seglient).

Control: rates que no van rebre ni tractament d’ AEIC ni van passar per les sessionsde
DIO. Unicament van rebre AEIC en la sessié de moldejament (descrita en e punt

anterior).

1.2.3.4. Determinacié de la intensitat optima d’estimulacio (DIO)

Després de la sessié de moldejament, els subjectes del grup AEIC redlitzaven tres sessions
d AEIC (una diaria durant tres dies consecutius) per tal de determinar la intensitat optima
d’ autoestimulacié (fase DIO). Cada sessi6 diaria de DIO s'iniciava amb una intensitat de
corrent estimulant de 10 pA, que s anavaincrementant de 10 en 10 pA cada2 minuts, dsquals
escomencavenacomptabilitzar apartir deles 3 primeresrespostesrealitzadespel subjectedins
d uninterval d’un minut. Per acadaintensitat escomptahilitzaven lesrespostes que el subjecte
efectuava. En el cas que en una determinada intensitat d’ estimulacio el subjecte no fes cap
resposta, |’ experimentador administrava un maxim de 10 estimulacions amb la finalitat de
provocar |’inici delaresposta, i i no S observava cap canvi, es passava alaseguient intensitat.
En finalitzar les sessions de DIO, s enregistrava el nimero total de reforcadors rebuts per

I"animal. Lessessions de DIO finalitzaven quan es complia un d’ aguests dos criteris:

a) guan durant tres intervals o increments consecutius d'intensitat no s observava cap
augment de la taxade resposta (considerant augment o disminucio quan lavariacio de
la taxa era de =3 respostes/minut). A intensitats baixes d’ AEIC (inferiors a 60 pA),
encara que es pogués complir aquest criteri, es provava l’anima en un minim de 5

intervals d’ intensitat.
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Experiment 1. material i procediment

b) guan s observava una digninucio de la taxa de resposta, en dues intensitats, superior

al 20% de lataxa a partir de la qual va comencar el decrement.

Si sobservava en la rata qualsevol indici de convulsions o d’altres conductes anomales,
S aturavala sessio de DIO finsque es normalitzés |’ estat del subjecte. En posteriors sessions
espermetiaal subjecte estimular-se nomésfinsaintensitats 10 pA inferiorsaaquellaenlaque

es van observar convulsions o les conductes anormds.

Laintensitat de corrent ala qual un subjecte determinat tenia unamajor taxade resposta per
acada sessiO es consideravalaintensitat optima parcial d' estimulacié (I0P1, IOP2i 10P3) d’
aquell subjecte. Laintensitat optimafinal (10) per acada subjecte s obteniafent lamitjanade
lesduesultimes|OP. Aquest valor d' 1O vaser I’ utilitzat durant |es sessions detractament post-
entrenament del grup AEIC, essent susceptible de modificacio en funcié de I’ aparicié de

convulsions o d’ altres conductes anormals en qualsevol fase de |’ experiment.

1.2.3.5. Habituacio a la gabia d’evitaci6 activa

Just abans d'iniciar €l procés d' adquisicié del condicionament es va dur aterme una sessio
d’ habituaciéalagabiad’ evitacio, de 10 minuts de durada. Durant aquestasessiO e€ls subjectes
deambulaven Iliurament pels dos compartiments de la gabia, enregistrant-se el nimero
d’ encreuaments (activitat locomotora durant la fase d’ habituacio). El fet de realitzar sessions
d’ habituaci6 prévies a |’ aprenentatge ha estat relacionat amb una disminucié dels efectes
interferentsdel’ exposicid aestimuls nous sobre |’ aprenentatge posterior. Diferents autorshan
suggerit que les pre-exposicions a la gabia d’ evitaci6 activa de dos sentits poden eliminar la
relacid inversa que existeix entre |’ execucio de laresposta d evitacié i laintensitat del xoc
(Dieter, 1977; McAllister, McAllister, Dieter i James, 1979). Per altrabanda, s ha considerat
també que I’ exploracié previa pot disminuir lafregiiencia d’ aparicio de pseudo-evitacions, i
d’ aquesta manera minimitzar o evitar la possible contaminacié del numero d’ evitacions
(McAllister et al., 1979).
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Experiment 1. material i procediment

1.2.3.6. Adquisici6 del condicionament d’EV2

Al cap de dos dies d’haver finalitzat les sessions de DIO i a continuacié de la sessio
d’ habituacié alagabia d’ evitacid, s'iniciavalafase d’ adquisicié del condicionament d’ EV 2.
Vaconsistir en cinc sessions experimental s de 10 assaj os cadascuna, separadesper un periode
de 24 hores. Durant I'interval entre assgjos s enregistrava €l nimero d encreuaments entre
compartiments (activitat locomotora durant les sessions de condicionament). El programa de
condicionament erad’ interval variable 1 minut (x 10 segons), i esvausar un condicionament
del tipus cap endavant: apareixia sempre primer I'EC (3 seg) seguit, sense traca ni
sobreposicio, per I'El (30 seg com amaxim). L’ administracio de I’El s'interrompia quan €l
subjecte canviava de compartiment (resposta de fugida). Si e subjecte canviava de
compartiment uncopiniciat|’ EC pero quanencarano s haviaaplicat |’ El (respostad’ evitaci6),
no es presentaval’El en aquell assaig. Es vaconsiderar que el nimero derespostes d’ evitacio

representava el nivell d’ adquisicié de cada sessio.

1.2.3.7. Tractament d’'AEIC

Immediatament després de cada sessio d’ adquisicio, els subjectesdel grup d’ AEIC rebien una
sessi O detractament, consistent en |’ autoadministracié de 1500 trens (reforcadors) alasevalO.
Toti que en treballs anteriors del nostre laboratori s havia comprovat que en rates de 3mesos
la quantitat optima detrens d’' AEIC per facilitar un aprenentatge d’ aquestes caracteristiques
és de 2500 (Segura-Torres et al., 1991), en la fase preliminar del present experiment varem
poder comprovar que aquesta quantitat d’ estimulacio sovint produeix conductes anormals o
convulsions en rates velles. Aixi doncs, varem decidir programar les sessions de tractament a
un punt mig (1500 trens) entre els parametres minim (500 trens d’ AEIC a 100% de I'lO) i
optim (2500 trensal 100% delalO) d’ AEIC que s han mostrat capagosdefacilitar aquest tipus
de condicionament en rates joves (3-6 mesos d’ edat). Es va enregstrar el temps de duracio

d aquesta sessio i el nimero total de respostes que reaitzava el subjecte.

Els subjectes del grup Control eren situats a una gabia de Skinner similar alad’ AEIC perd
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Experiment 1. material i procediment

Fig. 1.2,4: Rata en una gabia de Skinner modificada rebent el tractament d’ AEIC
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Experiment 1. material i procediment

sensepalanca, i amb un cable endollat al connector del cap del’ animal. Aguesta gabia Control
estrobavaal costat deladetractament, i els subjectes hi restaven 15 minuts. Un cop finalitzat
el tractament o lapermanéncia enla gabiade Control, els subjectes eren retornats ales seves

gabies habitualsi estabulats fins ala seglient sessi6 d’ aprenentatge.

1.2.3.8. Retencié

Un cop finalitzades les 5 sessions d’ adquisicio del condicionament d’ EV 2, els subjectes van
esperar 6 dies ales seves gabies experimentals, sense ser sotmesos a més manipulacions que
les necessaries per alanetgjai manteniment diaris. Al sete diaesvarealitzar unanicasessio
de retencio de caracteristiques identiques a les sessions d’adquisicio per a tots dos grups
experimentals. Es vamesurar el nimero total derespostesd’ evitacio i els encreuaments entre

assgjos. Ni abansni després d’ aguesta sessi6 cap aubjecte va rebre tractament d’ AEIC.

1.2.3.9. Histologia

Els cervells dels subjectes d’ aguest experiment van ser usats en un altre treball, pel que no
disposem del’ andlisi histologicadelalocalitzacio delseléctrodesd’ estimulacié. Considerem,
pero, que el fet de que els subjectes mostressin una conducta d’ AEIC estable és un senyal
evident de que la puntaterminal del’ eléctrode es localitzava alesfibres del FPM anivell de
I"HL. En qualsevol cas, amés, entotselstreballsprevisdel nostrelaboratori realitzatsamb les
mateixes coordenades d'implantacio de |’ dectrode que les usades en €l present experiment
(Aldavert-Veraet al., 1996; Segura-Torres et al., 1988; 1991), no s ha observat cap efecte

significatiudelalocalitzacio del’el ectrode sobre les diverses variabl es dependents estudiades.

1.2.4. Analisi estadistica

Lesdades van ser processades amb el paquet estadistic SPSS 7.5.2. Per analitzar |’ adquisicio

del condicionament i I'activitat locomatora es van reditzar andlisis de la variancia per a
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Experiment 1. material i procediment

dissenys mixtos, prenent la variable Grup com avariable independent (2 categories= Control
i AEIC), i lesvariablesNUumero d’ Evitacionsi Encreuaments com a dependents quantitatives
amb mesures repetides per ales diferents sessions de condicionament, sobreles que es podien
realitzar contrasts polinomics. En el casdel’ analisi delesdadesdelaconductad’ AEIC esvan
realitzat analisis de la variancia d’ un sol factor, amb els corresponents contrast polinomics, i
provest de comparaci ¢ de mitjanes per adadesindependents, que també van ser utilitzades per
estudiar I’ activitat locomatora en lafase d habituaci6. Pe dltim, les analisisde correlacions

esvan realitzar amblar de Pearson. El nivell de significacio estadisticaesvafixar a =0.05.

1.2.5. Resum del disseny experimental

FASE GRUP
EXPERIMENTAL Dia Control AEIC
Estereotaxia 1 Implantacio cronica eléctrodea HL
Descans 2-8 7 dies
Moldejament i DIO 1 9 Determinacio Intensitat Optima 1
DIO 2 10 Determinacio Intensitat Optima 2
DIO 3 11 Determinacio Intensitat Optima 3
Descans 12-13 2 dies
Habituacio 14 10 minuts de lliure deambulaci6
Adquisicié aprenentatge 5 sessions d’EV 2 de 10 ass3j0s
+ 14-18
Tractament d’ AEIC 1500 trens d’AEIC
Descans 19-24 6 dies
Retenci6 25 1sesi6d’ EV2

Taula1l.2,1: Resum del disseny de I'experiment 1
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1.3. RESULTATS

1.3.1. Mostra de subjectes

1.3.1.1. Mostra

Un total de 39 subjectes van ser sotmesos a cirurgia estereotactica. D’ aguests, 3 van morir a
consequienciade laintervencio quirdrgica, 2 van emmalaltir a llarg de I’ experiment i 4 van ser
exclosos per conductes anomales en I’ AEIC. Aixi doncs, lamostrafinal va ser de 30 subjectes.
Capd ellsvamostrar signeningun d’ anomaliaque hagués pogut alterar lasevaconducta. Tal com
jas haindicat, el ssubjectes van ser distribuits al eatoriament en 2 condicions experimentds, dela

seguent manera:

GRUP
CONTROL AEIC
n=16 n=14

Taula 1.3,1: Distribuci6 dels subjectes de la
mostra final enels dos grups

1.3.1.2. Estat dels subjectes
Esvadur un control continuat del pes dels subjectes donat que es considera un bon indicador de

la seva saut, alhora que ens permet tenir control sobre qualsevol canvi que pugui afectar

I” aprenentatge. Com es pot observar alafigura 1.3 1 els dos grups van mostrar una disminucio
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Experiment 1: resultats

significativa del pes com aconsequiéncia de les manipul acions experimentals (F(10,280)=55.13;
p<0.0005). Concretament, d pes va disminuir en tots dos grups després de la intevencio
quirdrgica (t(29,0.05)=7.50; p<0.0005). A partir de la sessié de moldejament la pérdua de pesva
ser menor, | meés acusada en el grup d’ AEIC que en €&l grup Control, tal com es dedueix dela
interaccio significativaentre Grup i Fase Experimental (F(10,280)=2.27; p=0.014). Malgrat tot,

lesdiferencies de pesentre grupsvan ser petites, jaque en cap casvan arribar a ser estadisticament

significatives.
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Fig. 1.3,1: Evolucio del pes al Ilarg de |es sessions experimentals d estabulacio.

Lamajor disminucié de pesdel grup d’ AEIC pot ser atribuida alamajor activitat d’ aquest grup,
guerebiales sessions de tractament post-aprenentatge. Finalment, esvaestudiar lacorrelacio dels
pesos amb la resta de variables experimentals (variables d’AEIC, d activitat locomotora i

d’ aprenentatge), no observant-se cap correlacié significativa.

1.3.2. Conducta d’AEIC

1.3.2.1. Intensitats optimes d’estimulacio

Els subjectes del grup d’ AEIC van necessitar una Unica sessié de moldgjament, d’entre 10 i 20
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minuts, per adquirir una taxa de

respostaestable. Un cop adquiridaesva

determinar la seva intensitat optima
d’ estimulaci6 (10) durant tres sessions
deDIO. A lafigural.3,2 esmostrenels
valorsmitjosdeleslO parcialsd’ AEIC
- per acadasessio deDIO. Unaanalisi de

Se=gd D0 Sessia D02 SessidDIC 3

Microampers

e &2 8EBER

. o , , . lavariancia per a mesures repetides va
Fig. 1.32: Intensitats optimesparcials d’ estimulacié

( +EE) ales diferents sessions de DIO posar de manifest un efecte significatiu

del factor Sessié (F(2,28)=10.057;

p=0.001), i en I’estudi dels contrasts polinomics es va trobar una tendéncia lineal significativa

(F(1,14)= 12,747; p=0.003) que ensindica que les 10 disminueixen progressivament a llarg de

lessessionsde DIO. LalOfinal, quevaser obtingudafent lamitjanadeles|O delesduesdarreres

sessionsde DIO, vaser de 108.21 A (EE=17.96).

Per altrabanda, I’ analisi de correlacionsno vatrobar cap relacio significativaentre elsvalorsd’ O
i lesvariables d' activitat locomotorai d’ aprenentatge. Igualment, una provat de comparaci6 de
mitjanes per a mostres independents no va trobar diferéncies significatives en els vaors d'lO
parcialsi d' 10 final entre els subjectes que van patir algun signe de convulsionsi aquells que no

van patir-ne (dades no mostrades).

1.3.2.2. Taxes de resposta

A lafigural.3,3 esrepresenten lestaxesderespostad’ AEIC maximes (respostes/minut) per acada
sessio de DIO. Unaandlisi de lavariancia per amesures repetides vaindicar que €l factor Sessio
mostrava una tendéncia a la significacié (H2,26)=2.864; p=0.075). Estudiant ds contrasts
polinomicsesvaveurequelatendencialineal erasignificativa(F(1,13)=7.004; p=0.020), reflectint

I"augment en la taxa de resposta que es va donar a llarg de les sessions de DIO.
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Unaprovat per amostresindegpendents

T vamostrar que elssubjectesque no van
;E $: presentar cap signe de convulsions en
{;_ﬁj: cap moment de I'experiment van
%;: obtenir una taxa de resposta en les
E‘E' | sessions de DIO significativament més

Sessi DI 1 Sessid DIO2 Sessi DIO3 ata ( =88.4286, EE=10.53) que

Fig. 1.3,3: Evoluci6 de les taxes de resposta (  +EE)
al llarg de les sessions de DIO

aquellsquesi van presentar algunsigne
de convulsions ( =58.8095, EE=8.26)
(t(12,0.05)=-2,212; p=0.047).

Durant les sessions de tractament post-aprenentatge la taxa de resposta va ser estable, com esva
comprovar amb una analisi de la variancia per a mesures repetides. Novament, els subjectes que
no van presentar cap signe de convulsions en cap fase de |’experiment, van tenir durant el
tractament unataxa derespostamésata( =71.6454, EE=8.19) que elsquesi van mostrar algun
signe de convulsions ( =43.5787, EE=8.56) (1(12,0.05)= -2,369; p=0.035). No es va observar,
pero, que € fet de presentar algun signe de convulsions afectés sobre I’ aprenentatge posterior o
I’ activitat locomotora. Igualment, no es va observar que els valors de taxa de resposta durant les
sessions de DIO o durant € tractament post-aprenentatge correlacionessin amb les variables

d activitat motora o d’ aprenentatge.

1.3.2.3. Durada de les sessions de tractament

Després de cada sessié d aprenentatge, €l subjectes del grup d’AEIC rebien una sessié de
tractament on s autoadministraven 1500 trens de corrent estimulant. Van trigar 45,31 minuts
(EE=5.50) de mitjana en administrar-se €l tractament, i es va comprovar amb unaanalisi de la
varianciaper amesuresrepetidesqueel patré d’ evolud 6 d’ aquestavariableal llarg delesdiferents

sessions va ser estable. El temps de tractament no va correlacionar ni amb |’ activitat locomotora
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ni amb |’ aprenentatge (dades no mostrades).

1.3.3. Activitat a la gabia d’evitacio activa

La variable activitat va ser avaluada mitjancant la quantitat d’encreuaments entre els dos

compartimentsde lagabiad evitad 6 activa: 1) durant la sessio d’ habituacio préviaalaprimera

sessio d’ adquisicio, consistent en deu minuts de Iliure deambulacio, i 2) en els intervals entre-

assgjos (intervd variable d’ un minut) de cadascunade les sessions d’ adquisicio i delasessio de

retencio del condicionament.

1.3.3.1. Sessio6 d’habituacio

- - -Contmol —e— AEIC

40 ,
25 | e I *p=0.05 respecte Control

** p=0.01respecte Control
a0 A

i
25_ 1
1
20 |
1
15 ~:_I
: -
1
|
1

Encreuaments

10 4

I:I T T T T T
Hah. 1 2 3 4 ] RT

S5es5id

Fig. 1.3,4: Encreuaments ( +EE) ala gabiad’ EV 2 durant
I habituacid, I’adquisicio del condicionament i la retencié
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Tal com es pot veure ala figura 1.3,4,
en la sessié d’ habituacio els subjectes
del grup d'AEIC van fer mes
encreuaments que els subjectes del
grup Control (t(28, 0.05)=3.255;
p=0.003). De tota manera, aix0 nho
permet explicar les diferencies en
evitacions a les sessions de
condicionament, ja que la correlacio
entre els encreuaments durant
I” habituacid i les evitacions a les fases
d’adquisicié i retenci6 no va ser

significativa.
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1.3.3.2. Sessions de condicionament

A lafigural.3,4 esrepresentatambéel niUmero d’ encreuamentsenlesfasesd’ adquisicioi retencio.
Com vaposar de manifest unaanalisi mixtadelavariancia, els subjectesdel grup d’ AEIC van fer
un major numero d’ encreuaments que els subjectes del grup Control (F(1,28)=5.69; p=0.024),
especia ment enlasessi6 deretenci 6 (F(1,28)=4.28; p=0.048). El factor Sessi 6 de Condicionament
i lasevainteraccio amb €l factor Grup, pero, no van ser significatius, pel que podem dir que €
numero d’ encreuamentsesvamantenir constant al [larg detoteslessessionsd’ adquisicidi retend 6

pels dos grups. No es va observar cap correlacio significativaamb el nimero d’ evitacions.

1.3.4. Conducta d’evitaci6 activa de dos sentits

1.3.4.1. Adquisicié

Com es pot veure alafigura 1.3,5, i com vamostrar unaanalisi mixta de lavariancia, el nimero
d’ evitacions va augmentar en ambdés grups al llarg de les sessions (F(4,112)=26.70; p<0.0005).
El grup d’ AEIC sembla beneficiar-se del tractament de manera progressiva a partir de la segona
sessio d’adquisicio, ja que, a partir d aquest punt els dos grups difereixen en les seves corbes
d’ aprenentatge. L’ estudi dels contrasts polindmics va mostrar que tots dos grups seguien una
tendencialineal, encara que significativament diferent (Contras Polynomial, equacio de primer
ordre, Grup x Sessio: 1(28,0.05)=2.533; p=0.017). L’ increment en el nimero d’ evitacionsdel grup
d AEIC ésmésaccentuat, com es pot deduir delsvalorsdeti p (Grup AEIC: Contrast Polynomial,
equacio de primer ordre: t(13,0.05)=6.66209; p<0.0005), (Grup Control: Contrast Polynomial,
equacio de primer ordre: t(15,0.05)=3.41469; p=0.002). La diferéncia entre els dos grups arriba
aser maximaala cinguena sessio d’ adquisicio, on el grup d’ AEIC vafer significativament més
evitacions que el grup Control (F(1,28)=5.32; p=0.029).
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Fig. 1.3,5: Evitacions ( +EE) durant |I’adquisicié i laretenci¢ als 7 dies

En conclusié, podem afirmar que el tractament d AEIC vafadlitar I’ aprenentatge d’' EV 2, jaque
els subjectes tractats van fer un nimero d’ evitacions progressivament major que els subjectes

control, observant-se la diferéncia maxima ala cinquena sessio d’ adquisicio.

1.3.4.2. Retencio a llarg termini (7 dies)

Els subjectes van martenir en la retencido el nimero d’evitacions assolit a I’ Gltima sessio
d’ adquisicié, no trobant-se diferencies significatives entre aquestes dues fases. De tota manera,
com es pot veure també a la figura 1.35, el nUmero d’ evitacions del grup d AEIC va decaure
Ileugerament, mentre gque les evitacions del grup Control van augmentar. Aquests canvis,
estadisticament no significatius van ser suficients perque ladiferenciaentre els dos grups no fos
significativa en la fase de reencio. Per tant, 9 bé el tractament d’ AEIC mantéels seus efectes a

[larg termini, no podem afirmar que hagi facilitat laretencié de I’ aprenentatge d’' EV 2.
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1.4. DISCUSSIO

1.4.1. Efectes de I'AEIC post-entrenament sobre l'adquisicio i la retencié d'un

condicionament d’'EV2 en rates velles

Elsresultats del present experiment mostren un efecte facilitador del tractament d AEIC post-
entrenament sobre I’ adquisicié del condicionament d'EV2 en rates velles (16-17 mesos),
generalitzant aaguestapoblaci6 d’ animal sel sresultats obtingutsentrebal | santeriorsdel nostre
laboratori enratesjoves (3-5 mesos) (Massanés-Rotger et al., 1998; Segura-Torreset a.,1988;
1991). En el present expeaiment, I’ efecte facilitador assoleix €l seu punt maxim alacinquena
i Ultima sessi6 de condicionament. En canvi, alasessio deretencié allarg termini (7 dies), si
bétotsels subjectes experimentals (AEIC i Control) mantenen el mateix nivell d’ execucio que
a la cinquena sessi6 d adquisicio, la diferéncia entre el nimero d’ evitacions mostrat pels
animalstractatsamb AEIC i elscontrol no assoleix lasignificaci6 estadistica. Per aquestarag,
elsresultats del present experiment no ens permeten afirmar que, en rates velles, els efectes
facilitadors del tractament d’ AEIC post-entrenament es mantinguin a llarg termini. Aquest
resultat és contrari al’dbservat en d'altres treballs dd nostre laboratori realitzats amb rates
joves, enelsqueelsefectesfacilitadorsdel’ AEIC certament si queesmantenenallarg termini,
en provesderetencio realitzades 10 (M assanés-Rotger et al., 1998; Segura-Torrese al., 1988;
1991) o 31 dies (Segura-Torres et al., 1991) després de |’ adquisicio.

Elssubjectesdel grup d’ AEIC van mostrar també unamajor activitat locomotoraen lashuttle-
box al llarg de les diferents fases experimentals (adaptacio, adquisicio i retencid allarg
termini). Aquesta mgjor activitat locomotora en animals que han rebut AEIC ja havia estat
observada en treballs previs (Schwarzberg, Roth i Sturmer, 1989), i pot ser explicada per
I’increment en els nivells d’ arousal simpatic aconsegiienciadd tractament d’ AEIC (Burgess

et al., 1993). Lamagjor activitat locomotora durant lafase d’ adaptacio, redlitzada abans dela
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primera sessi6 de tractament d’AEIC post-entrenament és, molt possiblement, conseqiiencia
de les sessions de determinacio de laintensitat optima d estimulacié (DIO) per les que, anb
anterioritat al’inici de les sessons de condicionament, van passar tots els subjectes del grup
d' AEIC. En qualsevol cas, aguesta major activitat locomotora no pot explicar la millor
adquisiciodel grup d AEIC, perque no s hatrobat cap correlacio significativaentrel’ activitat
locomotora i el nimero d’evitecions en cap de les fases experimentals. Aixi, mentre que
I aprenent atge augmenta de forma significativa a llarg de les sessions de condicionament, el
nuimero d’ encreuaments en la shuttle-box es manté constant. Igualment, no s ha observat cap
correlacio significativa entre les variables de la conductad’ AEIC (com la intensitat optima
d estimulacio, lataxad’ estimulacié o laduracio del tractament) i el nivell d aprenentatge. Per
ltim, tot i que esanimal sdd grup d AEIC van mostrat una major perdua de pes després de
lafase de DIO, probablement deguda alamagjor ectivitat fisicad’ aquests subjedes alagabia
d’ AEIC,tampoc vam observar cap correlacio sgnificativaentreel pesdelsanimalsi |’ execucio
durant I’adquisicié i la retencié dd condicionament d'EV2. Per tant, considerem que la
facilitacio de I’ aprenentage que hem obsearvat pot ser atribuida al tractament d’ AEIC pogt-

entrenament i no ad’ altres variables intervinents.

En dissenys distribuits, com el del present experiment, de vegades és dificil diferenciar si un
tractament post-entrenament actuasobrelaconsolidaci6 delainformacid adquiridaen lasessio
anterior o, aternativament, de forma proactiva sobre la seglient sessié d’ adquisicio. En el
nostre cas en particular, pero, ladistanciatemporal entre el final de cada sessio de tractament
i I’inici delaseglent sessi6 d’ adquisicié del condicionament (al voltant de 23 hores), ensporta
asuggerir que lafacilitacio de |’ adquisicio del condicionament d’ EV 2 posada de manifest en
el present experiment sembla deguda a la modulacié positiva, causada pel tractament, dels
processos de consolidacio de la memoria entre sessions, ja que aquests estan suposadament
actiusen el moment en que el tractament és administrat, determinant lalabilitat de latragade
memoria. Sembla, doncs, poc plausible que €s efectes facilitadors observats siguin
conseguenciad’ un efecte proactiu del tractament d’ AEIC sobred’ altres processos cognitius,

com |’ atencid, que poden afectar indirectament sobre I aprenentatge i la memoria.
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Com hem pogut veure, mentre que I’ AEIC ha facilitat clarament la fase d'adquisicio del
condicionament, no hafacilitat deformaespecificalasevaretencié allarg termini (enlaprova
de retencio realitzada 7 dies després de I’ adquisicid). Una possble explicacié de la manca
d efectefacilitador sobre laretenci6 és que el nimero de trens d’ AEIC administrats en cada
sessi0 de tractament post-entrenament fos insuficient per mantenir els efectes allargtermini.
Aquesta hipotesi explicativa es basa en €l fet de que, tal com es va posar de manifest en un
estudi paramétric realitzat al nostre laboratori (Segura-Torreset a., 1991), I’ efectefacilitador
de |’ AEIC post-entrenament es relaciona de maneralineal i positiva amb el nimero de trens
administrats, amb un punt maxim de facilitecio als 2500 trens. En aquest mateix estudi esva
observar que un tractament de 500 trens, per exemple, si bé facilitava I’adquisicio del
condicionament d’ EV 2, ho feiade maneramenys potent quetractamentsamb un major nimero
detrens, i no eracapag d’ afectar laretencié allargtermini. Com hem comentat anteriorment,
les rates velles del present experiment van rebre un total de 1500 trens al 100% de la seva
intensitat Optima d'estimulacié degut a que en experiments pilots vam observar com
I” administraci6 de 2500 trens (el tractament habitualment utilitzat en lesrates joves) causava
una alta fregliencia de convulsions i altres conductes anomales en aquesta poblacié de
subjectes. En consequiéncia, és possible suggerir que un tractament inferior a 2500 trens, com
I utilitzat en el present experiment, sigui suficient per afacilitar|’ adquisiciopero nolaretend 6
allarg termini del condicionament d’ EV 2. Tanmateix, no podem discernir si aguesta manca
d efecte allarg termini é deguda a laincapacitat del tractament d’ afectar especificament la
consolidaci6 allarg termini de lainformaci6, o bé conseqiienciad’ unamenor fadlitacio dela

fase d’adquisid6; o finsi tot ala sumad’ aquests dos factors.

1.4.2. Diferéncies entre la facilitacié de I'aprenentatge i la memoria per AEIC en rates
joves (3 mesos) i en rates velles (16-17 mesos)

Per estudiar lesdiferénciesentre lafacilitacio del’ aprenentatge i lamemoriaque s observaen
animalsvellsi I’ observada en animals joves, vam comparar els resultats d’ aguest treball amb

els obtinguts en un experiment d’identic disseny reditzat durant les mateixes dates a nostre
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laboratori. Aguest segon experiment, pero, vaser realitzat amb subjectesjoves (3 mesos) que
rebien untractament de 2500 trensd’ AEIC després de cada sessi6 d’ adquisicié (sobre un total
de5 sessions) d’ un condicionament d’ EV 2. Larestade parametres experimental s eren idéentics

als del present experiment. A lafigura 1.4,1 es comparen aquests resultats.

Com es pot veure, mentre que en € grup T AT

de subjectes vells la facilitacié només es ---E - - AEIC-Joves - ..o .- C-Joves
va observar en la darrera sessié de ‘2_

I’ adquisicio, en el grup de subjectesjoves 8 1

I’AEIC va facilitar e condicionament E ;

d’'EV2 en el conjunt de totes |es sessions % f ]

de la fase dadquisicié (F(1,74)=4.21; = °

0=0.044), i també en |a sessi6 de retencié ! :
(F(1,57)=3.70; p=0.05). A més dd fet ja E R .
comentat del possible menor efecte Sessid de condicionament
folitacrdel'AEICSobrel aprenentaige. 10 L Commarecodetnimerod e
i la memoria amb tractaments de menys mesos) i rates velles (16-17 mesos)

de 2500 trens, no podem descartar la

possibilitat de que el tractament d’ AEIC afecti diferencialment els subjedesjovesi elsvells.
Esadir, quefaciliti I’ adquisicid en ambdds casos, encaraque de maneramés clarao potent en
les rates joves, de manera que no tingui els mateixos efectes sobre laretencio allarg termini

en animalsvellsi joves.

La possibilitat de que I’ AEIC realment pogués tenir un major efecte sobre els animals joves
aparentment va en contra del nostre plantgjanent inicial. Aix0d podria ser degut a que, a
diferencia dels animals joves anb un menor nivell daprenentatge, els animals vells,
independentment del seu nivell d’ execucid, presentin un substrat nervids menys susceptible
aser afectat per tractaments moduladors. Algunes dades experimental s recol zenaquestaidea.
La facilitacio de I’ aprenentatge i la memoria per I'’AEIC del FPM sha relacionat amb

I"activacio d'alguns sistemes d’arousal central, com el colinergic, el dopaminergic o el
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noradrenergc (Shankaranarayana Rao et al., 1998c), sistemes de neurotransmissio, tots ells
afectatsper I’ envelliment (Finch i Roth, 1999; Wickelgren, 1996). Si bé aquestes ateracions
de labioguimica cerebral poden ser parcialment responsables dds déficit cognitius associats
al’envelliment (Arnsten, Cai, Murphy i Goldman-Rakic, 1994; Ingram et d., 1981; Tanila,
Taira, Piepponen, i Honkanen, 1994), en el present treball no semblen haver tingut un efecte
significatiu sobre I'execucié en la tasca d’'EV2. Tanmateix, aguestes alteracions
neuroquimiques poden haver determinat que I’ efecte facilitador del tractament d’ AEIC post-
entrenament hagi estat de menor magnitud en rates velles. Es adir, tot i que els presents
resultats ens permeten afirmar que el sistemanerviés dels animals vells encaraconserva el's
mecanismes de plasticitat necessaris per alamodulacié de laformacié de lamemadria, aquests
poden ser menys efectius que els dels animals joves i, contrariament al nostre plantejament
inicial, elsanimals vells podrien requerir un major nimero de trensd’ AEIC per aconseguir €l

mateix nivell de fadlitacié que I’ obsarvat en els animds joves.

Un aspecte important a destacar és que |’ execucio dels dos grups Control, rates jovesi rates
velles, és gairebé identica. Per tant, en €l present experiment |’ edat no sembla haver afectat
significativament al condicionament d' EV 2. D’ entrada es podria pensar que realment I'EV 2
no és sensible a I'envelliment, perd e fet que alguns autors hagin observat deficit en
I"adquisicid d’ aquest condidonament en rates apartir dels 18 mesos (Petkov et a., 1990), ens
porta a descartar aguesta possibilitat. De fet, sembla sa que I'EV 2 podriapresentar déficits
relacionats amb la vellesa, pero en edats més avancades que les tasques de tipus declaratiu.
Aixi, mentre que en tasgues declaratives el s deficits poden observar-se a partir dels 12 mesos
d edat (Aitken i Meaney, 1989), en la majoria de treballs en qué s han observat déficits en
I"EV2 les rates tenen edats compreses entre els 23 i els 27 mesos (Ambrosini et al., 1997;
Drago et al., 1988; 1990; 1996a; Nakamurai Ishihara, 1989). Per tant, no podem descartar que
en rates d’ edat més avancada s’ hagués pogut observar algunamena de deficit en I’ adquisicio

i/o enlaretenci6 de latascad EV2 del present experiment.

En definitiva, en les condicions experimentals del present experiment, els animals vells no

mostrendificultatsper adquirir el condicionament d’ EV 2, de maneraque no podem comprovar
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S, en e cas de presentar dificultats d’ aprenentatge, les rates velles es podrien veure
especialment afavorides pel tractament d’ AEIC. Per tant, malgrat que hem pogut demostrar
guel’ AEIC éstambé capag de facilitar el condicionament d’'EV 2 en animalsvells, no podem
donar respostaal plantejament inicial detrobar unsefectesmés potentsdel tractament d’ AEIC
post-entrenament en animals que partissin d’un nivell d aprenentatge inferior, tal com s ha
observat en experiments previs del nostre laboratori (Aldavert-Vera et a., 1996). Per atra
banda, tampoc podem afirmar quel’ AEIC afecti diferencialment asubjectesjovesi vellssense
deteriorament cognitiu ja que, com hem vist i degut a raons metodol 0giques, ambdos grups
difereixen enlaquantitat detractament administrat. Aquestadifeénciacreiem que pot explicar
per que la facilitad6 del condicionament que hem obtingut en les rates velles del present

experiment no és tant potent ni es mantéa llarg termini com |’ observadaen rates joves.

1.4.3. Orientacions per a posteriors treballs

Els presentsresultats mostren com larelacié entre I’ activacié del sistemadel reforg del FPM
i lafacilitacio dela memoriague s observa en rates joves (Destrade i Jaffard, 1978, Segura-
Torreset al., 1991) espot generalitzar alapoblacié d' animalsvells, encaraque els seus efectes
puguin ser quantitativament diferents. Donat que |’ aprenentatge d’'EV2, en les nostres
condicions experimental s, no s hamostrat sensible als efectesde I envelliment, en posteriors
treballscaldriaestudiar el sefectesdel tractament d’ AEIC enunatascasensibleal’ envelliment.
Aquestahauria de ser, mdt probablement, una tasca de memoria declarativa (vegeu |’ apartat
4.3. del marcteoric), pero donat que no s haestudiat mai I’ efectedel tractament d’ AEIC post-
entrenament sobre unatascade memoriadecl arativa, seriagoropiat estudiar previament el sseus
efectes en rates joves, una condicio indispensable per, posteriorment, poder comparar els
efectes del tractament d’ AEIC sobre diferents grups d'edat. Igualment, seria convenient
estudiar quines condicions son necessaries perque € tractament d' AEIC post-entrenament
produeixi en rates velles uns efectes facilitadors sobre el condicionament d' EV2 similarsals
observats en rates joves, és a dir, una facilitacié que s'inicii en les primeres sessions

d’adquisicié i es mantingui en laretencié allarg termini.
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2. EXPERIMENT 2

2.1. OBJECTIUS | HIPOTESIS

Si, d’ acordamb e plantej ament general d’ aquest treball, considerem queel sefectesfacilitadors
del tractament d’ AEIC post- entrenament sobrel’ aprenentatge i la consolidacio delamemoria
sOn deguts a's seus efectes arousalitzants, qualsevol tipus de memoria, com la memoria
declarativa, s hauria de veure també beneficiada per aguest tractament. En cap treball previ,
pero, s haestudiat I’ efectedel’ AEI C post-entrenament sobrel’ adquisicidi retencié d’ unatasca

de memoria declarativa.

Per aquesta rad, aquest segon experiment té com aprincipal objectiu:

Estudiar elsefectesdel tractament d’ AEIC post-entrenament sobre unatascade

memoria declarativa.

Degut a la complexitat funcional del sistema de memoria declarativa, ens hem plantejat
estudiar els possibles efectes diferencials del tractament d’ AEIC sobre diversos aspectes
d’ aquest sistema de memoria. Concretament, estudiarem els efectes de I’AEIC sobre
I adqui sici6 d’ unatascade memoriadecl arativa, sobreunincrement enlademandade memoria
de treball en aquesta mateixatascai sobre |’ expressio flexible de I aprenentatge. Final ment,
també estudiarem els efectes de I’ AEIC sobre la memoria a llarg termini d’ aguest tipus

d’ aprenentatge, realitzant unaprova de retend6 als 15 dies.

Per assolir aguests objectius es van entrenar 3 grups de rates Wistar en un aprenentatge

d’ alternanca en laberint en T, una tasca espada que s ha mostrat sensible a les lesions de
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I hipocamp (vegeu I’ apartat 2.2.4. del marc tedric). Concretament, els animals havien de
realitzar un aprenentatge d’ alternanca espacial (non-matching to position) demorada, segons
un procediment forca. Aixi, cada assaig estava composa per dues carrees; la primera
d eleccidforcada (mostra) i lasegons de lliure eleccio (test). Els subjectes havien d aprendre,
enlasegonacarrera, aaternar el brag visitat enlaprimera. Lesdues carreres estaven separades
per una demora variable de temps. En e present experiment, I’ aprenentatge d aquesta tasca

estava dividit en tres fases conseautives:

1. Unaprimerafase d adquisicio del’ alternanca, amb unademoraentre carreresde 10

segons (Fase de demora 10 segons).

2. Una segona fase on s augmentava la demanda de memoriade treball, incrementant

la demora entre carreres de 10 a 30 segons (Fase de demora 30 segons).

3. Unatercera fase on es valorava I’ expressio flexible de I’ aprenentatge invertint el
punt de sortidaen les carreres de lliure elecd 6 en un 50% del assgjos (Fase de sortida

Inversa).

Finalment, tots els subjectes van passar per una sessi6 de retenci6 als 15 dies de finalitzar la
tercerafase. Tots els subjectes passaven per totes lesfases de |’ aprenentatge, canviant de fase
un cop assoli en un determinat criteri d aprenentatge establert a priori. Els subjectes del grup
d’ AEIC,immediatament després de cada sessi 6, van rebre untractament de2500trensd’ AEIC
al FPM, a 100% de la seva intensitat optima d’ estimulacié. Els subjectes dels grups Control

i Control+DIO no van passar per aquestes sessions detractament, si bé els subjectes d’ aquest

ultim grup van passar per les sessions de determinacio de laintensitat optima (D1O).
Si, com hem plantgjat al’inici d’ aguest goartat, I’ AEIC facilita |’ aprenentatge i lamemoria

basicament atravésdel sseus efectesarousalitzants, seriad’ esperar quel’ AEI C tambétingués

efectesfacilitador ssobrelatascadememoriadeclar ativa utilitzadaen aquest experiment.
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2.2. MATERIAL | PROCEDIMENT

El segiient procediment experimentd va ser aprova per la Comissié d Etica en
I” Experimentacio Animal i Humana (CEEAH) de laUniversitat Autonomade Barcelona, i li
va ser assignat €l nimero d'ordre 781 del Departament d’ Agricultura, Ramaderia i Pesca
(DARP) de la Generalitat de Catalunya.

2.2.1. Subjectes

Per alarealitzacié d aquest experiment es van utilitzar 33 rates albines mascles de la soca
Wistar procedents del nostre estabulari. A I'inici de I’ experiment tenien una edat mitjana de
95.14 dies (DE=4.56) i un pes mig de 435.81 gr (DE=43.41). Al llarg de tota la fase
experimental esvan intentar mantenir unes condicions optimes de benestar i salut general dels
subjectes portant aterme les good laboratory practices que recomanala normativa vigent de
“Protecciddel sanimal sutilitzats per experimentacioi atresfinalitatscientifiques’ (Directrius
gue especificalalLle 5/1995 (DOGC 2073-10.7.1995, del 21 dejuny), aixi com el decret que
laregulai reglamenta (Decret 214/1997 del 30 de Juliol, DOGC 2450-7.8.97). Prenent coma
referéncialesdirectriusdelalLaboratory Animal Science Association (LASA), laseveritat del
procediment va ser moderada. Es va controlar I’ estat dels subjectes mitjangant un protocol de
supervisio, establint a priori uns criteris de punt final per evitar el patiment innecessari dels

animals.

Els animals eren aillats com a minim un dia abans de les primeres manipulacions
experimentals, estabulant-se en gabies individuals de plastic de dimensions homologades
(42x26x14 cm), cobertes amb una tapa d enreixat metdl lic i amb un Ilit de serradures. La
temperaturai lahumitat de |’ estabulari van ser controlades en tot moment, oscil lant entre 21

I 23 °C de temperatura i un 40-70% d'humitat, i sota un cicle de llum-foscor controlat
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artificialment (12x12 hores, ambles|lums enceses ales 8 hores del mati). El subjectestenien
accés ad libitum a menjar fins a I'inici de la fase de restriccid, i a I’aigua durant tot

I” experiment.

2.2.2. Material

2.2.2.1. Fabricaci6 i implantacio cronica d’eléctrodes

Vegeu e punt 1.2.2.1. de Materia i Procediment de |’ Experiment 1.

2.2.2.2. Aparell d’AEIC

Vegeu e punt 1.2.2.2. de Material i Procediment de I’ Experiment 1.

2.2.2.3. Laberint radial de wiit bragos

Per avaluar |’ activitat locomotora basal dels subjectes es va usar un laberint radial, elevat 60
cm del terra, amb labase de fustanegrei les parets de metacrilat transparent de 5 cm d’ altura.
Elsbracostenien unalongitud de 60 cmi 15 cm d’amplada, i partien d’ una plaaformacentral
octogonal de 37 cm de diametre. Entre cadascun delsbracosi laplataf ormacentral hi haviauna
porta de metacrilat transparent de 27 cm d'altura i 10.5 cm d' amplada, inserida en una
estructura octogonal de metacrilat transparent de 35 cm d’ altura que vorejavael perimetre de
laplataformacentral. Les porteseren controlades manual ment per I’ experimentador des de la
posicio d’ observacio, de manera que espodia impedir alssubjectes I’ entrada o la sortida de
qualsevol dels bracos. Els 15 cm més proximals de cada brag tenien un suplement de 10cm
d  alturade metacrilat transparent afegit alaparet per tal d’ evitar el pasd’ un brag al’ dtre sense
passar per la plataforma central. El laberint estava situat a una habitacié gairebé quadrada
(3,60m x 3,50m x 2,90m) en una posici6 Ileugerament desviada del centre. Una bombeta de

60W, situada 2m per sobre del punt central del laberint, il luminavalasala. Latemperaturaes
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mantenia constant entre 22 i 23°C.

2.2.2.4. Laberint en creu

L’ aprenentatge d’ alternanca es duiaatermeen un laberint en formade creu fet de fustanegra,
amb paretsde 12 cm d’ alturai elevat 60 cm del terra. El's quatre bragostenien unallargadade
72 cm i unaampladadel2 cm. Els dos bragos de sortida disposaven d’ un compartiment de 20
cm on es podia recloure I’animal durant el temps d’ espera entre carreres. Per a tal efecte,
disposaven d’ unaportade metacrilat negrede 27 cm d’ altura, quel’ experimentador controlava
manual ment des de laposicio d' observacid. Cadascun dels bracos de resposta teniauna porta
de metacrilat transparent de 27 cm d' altura situada a 3 cm de I’ extrem proximal i controlada
també manual ment per I’ experimentador. Aquestes portes permetien forcar I’ entradaaun dels
dos bracos (mantenint I’ altra portatancada) i evitar €l retrocés un cop el subjecte haviafet una
eleccio. A I’ extrem distal dels bracos derespostaesvafer unforat de 3cm dediametrei 1.3cm

de profunditat on es col locava el reforcador que havien de consumir els subjectes.

Per tal dedisposar d’unlaberint enformade T, I’ entradaaun dels dos bragos de sortidaestava
bloguejada per un bloc de fusta negra de 20cm d' aturai 12cm d amplada situat a I’ extrem
proximal del brag. Aixo obligavaaque els subjectes, un cop abandonaven el compartiment de
sortida, només podien triar entre els dos bracos de resposta. Aquest bloc de fustaeramobil, de
formaque es podia bloquejar indistintament I’ entrada a qualsevol dels dos bragos de sortida.
Tant alessessionsd’ habituacié com alesd’ aprenentatgei retencié esvatreballar sempre amb
ladisposicio en formade T. Lamobilitat d’ aguest bloc de separaci6 permetiavariar €l punt de

sortida en carreres consecutives, tal com s explicaal punt 2.2.3.4.

El laberint estava situat ala mateixa habitacio que el laberint radial, descritaa punt 2.2.2.3.,
pero per reaitzar |’ aprenentatge d’ alternancaesvan col locar diferentsobjectesales parets per
facilitar | orientaci 6 del ssubjectes. Unabombetade 60W, situada2m per sobredel punt central
del laberint, il luminavalasala. Laposicié d’ observacio i control manual de les portes, on se

situaval’ experimentador, estavaaun raco delasala, actuant com un estimul més. La conducta
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e Ao

Fig. 2.2,1: Situaci6 del laberint en creu ala cambra experimental. Es pot observar com esta muntat a sobre del
laberint radial de 8 bragosi envoltat per estimuls que afavoreixen I’ orientaci6 dels subjectes. Es pot observar,
també, com I’ entrada al brag de sortida de la dreta esta bloquejada per un bloc de fusta de dimensions superiors

ales parets dd laberint, el que permet obtenir una configuraci6 de laberint en T.

Lt EE E LS
U 0

Fig 2.2,2: Punt d’ observaci¢ dels animals on se situava I' experimentador, amb el dispositiu de control manual

d’' obertura de les portes.
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dels subjectes s' observava mitjancant una camera de video (Panasonic RX 22) situada 2m per
sobre del punt central del laberint, i connectadaaun monitor (Sony Triniton KX -14CP1). La
temperatura es mantenia constant entre 22-23°C. Entre els objectes que es trobaven ala sala
sinclouen els necessaris per a la realitzacio de I’ experiment, com el monitor, el taulell de
control de les portes, i e propi experimentador; els propis de la sala, com dues portes, una
paperera, un radiador, un aparell d’aire condicionat, un moble de fusta, un escala petitai un
suport amb un rotlle de paper d’un sol Us; i una varietat d’ objectes com joguinesi teles de
diferentsformesi mides que es penjaven del sostre per quedar situats ales parets aunaatura

del terrad’ aproximadament un metrei mig, perfectament visiblesdesdel’ interior del |aberint.

2.2.3. Procediment

2.2.3.1. Grups

Préviament a la implantacié cronica dels eléctrodes mitjangant cirurgia estereotactica, es va

procedir aladigribucié al’ atzar dels subjectes en tres condicions experimental s:

AEIC: implantacié al’HL dret d’ un eléctrode unipolar per estimulacio.

C+DIO: implantacio a I’HL dret d’un electrode unipolar per estimulacié. Aquests
subjectes, perd, només van rebre estimulacio durant les sessions de DIO previes a
I" aprenentatge (vegeu € punt 1.2.3.3.).

CONTROL: implantacié al’ HL dret d’ un el ectrode unipolar, encaraqueels subjectes

mai van rebre estimulacio.

2.2.3.2. Manipulacions previes

A. Activitat locomotora basal

Per tal de controlar la possible influencia del nivell d’ activitat locomotora basal, abans de la
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intervencio estereotactica aquestavariable es vamesurar en el laberint radial de vuit bracos.
Esvaredlitzar una Unica sessié d una hora dedurada, en la que se situava els subjectes ala
plataformacentral, es mantenien les portes obertes, i s’ observavalaseva conducta mitjancant
unacamera de video (Panasonic RX22) situada 2m per sobre del punt central del laberint que
estava connectadaaun monitor (Sony Triniton KX-14CP1) situat aun raco delasalaocult de
lavisié del's subjectes per una cortina de color blanc, on se situava també I’ experimentador.

D’acord amb Gingrasi Cools (1997), es mesuraven les seglients variables:

Exploracio: Numero d’ entrades alsdiferents bracos que feiaun subjecte desdel’ inici
delasessio finsque s aturava per primeravegada durant un tempsde com aminim 90

segons.
Deambulacié: Entrades totals al's diferents bragos a |larg de I’ hora d’ observacio.

Elssubjectesvan realitzar aquestaprovaentre les 15:00h i les 18:30h per evitar diferenciesen

I’ activitat locomotora en funci6d dels ritmes circadiaris.

B. Cirurgia estereotactica

Laintervenci estereotacticaper implantar cronicament els el ectrodes d’ estimulacié esvadur
aterme seguint el's procediments convencionalsde cirurgiai utilitzant un apard| estereotactic
(David Kopf Instruments, EUA, model 1504) amb adaptador per arates. Previament a la
intervencioquirudrgica, €l's subjectes foren anestesiats amb una combinaci deketaminaal 5%
(Ketolar, 50 mg., Parke Davis [Clorhidrat de 2-(o-dorofenil)-2-metilaminociclohexanona)
110mg/kg) i Rompun (Bayer [Clorhidra de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina] 0.2
mi/kg) administrada intraperitonealment. Abans de practicar la incisié a la pell de la part
superior del cap i abans també d aplicar la sutura, es va administrar lidocaina (Xilonibsa
aerosol 10%) de forma topica a la zona de la ferida. El cos de I’animal es mantenia calent
gracies a una estora eléctrica. Per tal d evitar infeccions postoperatories s administrava
preventivament durant la intervencié una dos Unica (0.2 ml, i.m.) de gentamicina

(Gevramycin, Schering-Plough), un antibiotic d ampli espectre Igualment, al finalitzar la

158



Experiment 2: material i procediment

intervencio es netgava la ferida quirdrgica amb un antiséptic topic (Topionic-Rius). Els
eléctrodes es van implantar a les fibres del FPM, a nivell de I'HL de I’ hemisferi dret dels
subjectes. L es coordenades estereotacti ques que es van utilitzar van ser les segiients:-2.56 mm
posterior abregma, +1.8mm lateral alaliniamitjasagital i -9.0 mm de profunditat a partir de
la superficie cranial (Paxinosi Watson, 1997).

1— _1-;_ —— Figure 2§

NS G v/

Interamwral A4 mm Bregmi -2.06 i

Fig. 2.2,3: Imatge de I'altes de Paxinos i Watson (1997) indicant la trajectoria de pasi la localitzacié de
I'eléctrode d’AEIC al FPM.

C. Control de pes i handling

Durant la fase de recuperacié postoperatoria, de set dies de durada, es controlava el pes dels
subjectes adiari, aprofitant aquest control per fer també una sessi6 diariade manipulacié dds
animals(handling) per acostumar-los a ser agafatsi transportatsper I’ experimentador. Un cop
els subjectes es mostraven habituats a aquesta manipulacio, Smplement eren pesats cada dia

al llarg de tot I'experiment.

D. Restriccié de menjar

Una setmana després de la intervencio estereotactica s'iniciava la restriccio de menjar. Per

comencar aguesta fase, ds subjectes es mantenien durant 48 hores totalment privats.
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Posteriorment, i per tal de mantenir-los al 85% del seu pesad libitum, S'iniciava el programa

de control de la quantitat de menjar a consumir diariament segons laformula:

gr = 80% ( 85% dd pesad lib. - pesreal )

Els subjectesrebien unminim de 5 gr diaris. Eren pesats cadadiaalamateixahoradelatarda
per no interferir amb les atres mani pul acions experimentals, que esfeien pel mati, i tot seguit
esdonavalaquantitat de menjar que correspongués. Al llarg detot I’ experiment esvamantenir
el lliure accésal’aigua. A partir del’inici d’ aguestafase era situada ala basede la gabia una

reixetameta lica per evitar que el's subjectes esmengessin €l Ilit de flocs.

E. Habituacié al reforcador

Durant lafase d’ aprenentatge es va usar com areforceador boletes d' arros inflat recobertesde
xocolata. Per tal d’ evitar reaccions de neofdbia, durant els dos dies de privaci6 total de menjar
(vegeu apartat anterior), els subjectes tenien accés a aquest reforgador en una sessio diaria
d  habituaci 6. En les dues sessions el s subjectes eren col |ocatsaunagabiad’ estabulacid sense
serraduresi amb diverses boletes escampades pel terrade lagabia. La sessio finalitzava quan

€s consumien totesles boletes.

2.2.3.3. Adquisicio de la conducta d’AEIC i determinaci6 de la intensitat optima
d’estimulacié (DIO)

Vegeu elspunts 1.2.3.2. i 1.2.3.4. de Material i Procediment de |’ Experiment 1.

2.2.3.4. Tasca d’alternanca en laberinten T

Esvadur aterme en un laberint en creu, usant ssmpre, pero, unaconfiguraciéen formade T

(vegeu d punt 2.2.2.4.). Els animals de totsels grups van passar per les seglients 3 condicions

experimentals: A. Habituaci6, B. Adqui sici del’ aprenentatge i C. Retencid del’ aprenentatge.
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A. Habituaci6

Previament al’inici de la fase d’ aprenentatge, els subjectes eren habituats a |’ aparell i ales
manipulacions experimentals. Tots els subjectes feien una sessié d’habituacio diaria, fins
assolir un criteri preestablert que permetia comencar la fase d aprenentatge. Al quadre 1
s especifiquen el procediment emprat en les sessons d habituacié. El criteri d’habituacio
consistiaen completar cadascun dels assgjos de |a sessid en menys de deu segons, durant dos
dies consecutius, €l gueindicava que unsubjecteera capac de recorrer € laberint en untemps
minim. Un cop assolit, a da seglient comencava lafase d’ aprenentatge. Si algun subjecte no
assoliaaquest criteri en 10 sessions, eraeliminat del’ experiment. Només un subjecte vahaver

d’ ésser eliminat per aguest motiu.

a QUADRE 1. PROCEDIMENT DE LESSESSIONSD'HABITUACIO I}
Cada sessi6 es composava de deu assajos. A cada assaig s situaval’animal al compartiment desortida
del laberinten T, sensevariar mai d punt de sortida. Un cop situat I'animal, s’ obria la porta nomésd’ un
dels bragos de resposta, que contenia el refor cador al dispensador del final del brag. La seqiiéncia de
bracosrefor ¢cats era deter minada per |’ experimentador pseudoal eatoriament, de manera queles eleccions
dels subjectes es distribuissn per igual entre el bragderespostadreti I'esquerre, i tenint en compte de no
reforcar durant més de dos assaj 0s consecutius el mateix br ag. En els casos en que el subjecte no esmovia
del compartiment desortidaa |’ obrir la porta, I’ experimentador escampava varies boletesde refor cador
pel laberint, orientant I’ animal cap al brag deresposta. L’ assaig es considerava finalitzat quan el subjecte

Qnsumia el reforgcador dd dispensador del brag deresposta. }

B. Adquisicié de I'aprenentatge d’alternanca

Els subjectes havien d aprendre una tasca d’ alternanca espacial (non-matching to position)
demorada, segons un procediment forcat, guiant la seva conducta per claus al locentriques.
L’ entrenament consistia en una sessio diaria de 6 assajos. Cada assaig estava composat per
dues carreres; la primera d' elecd 6 forcada (modra) i la segonsde lliure elecdo (test). Els
subjectes havien d' aprendre, en la segona carrera a aternar e brag visitat en la primera. Les
dues carreres estaven separades per una demora variable de temps durant laqual I’animal es
mantenia reclos al compartiment de sortida. Al quadre 2 s explica de forma detallada el
procediment emprat en les carreres d’ eleccié forcada i de lliure eleccio. A cada sessio hi

participaven dos subjectes, degrupsdiferents, querealitzaven alternativament el sseusassgjos
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En I’interval entre assajos (que coincidiaamb I’ execucié d' un assag de I’ altre animal), cada

ratarestavaen unagabiad’ espera. Aquest interval entre assgjosfluctuavaentreunidosminuts.

a QUADRE 2. PROCEDIMENT DE LESCARRERESD’ELECCIO FORCADA I}
Al comencament de cada assaig es posava una bolea de reforcador al dispensador de cada bra¢ de
resposta, i s'obria la porta d’un d’ aquests bragos seguint un ordre pseudoaleatori pr efixat que garantia
la digribucio dreta-esquerra a 50% i evitava que I eleccié d’ un mateix brag fos correcta més de dues
vegades consecutives. Se Stuava el subjecteal compartiment de sortida i immediatament s’ obria la porta,
tancant-la un cop I’animal havia sortit per tal d’ evitar el retrocés. El subjecte només podia entrar a undels
dos bracos de resposta, i un cop ho feia es tancava la porta al seu darrera i se’'l deixava consumir el
reforcador (esconsiderava que el subjecte havia entrat a un brag quan tenia les quatre potes dinsdel brag
i en contacte amb el terra). Uns segons més tard, se’'l treia i 'l col locava de nou al compartiment de
sortida per iniciar la carrera delliure elecci (test).

PROCEDIM ENT DE LESCARRERESDE LLIURE EL ECCIO
Al’interval entre carreress’ obrienles dues portes dels bracos de resposta. Al comencar la segonacarrera
s'obria la porta del compartiment de sortida i es tancava un cop sortia el subjecte, que ara podia triar a
quin brag deresposta entrar. Degut a que no s havia reposat el reforgador consumit ala carreraanterior,
ara només estava reforcat el brag contrari, consderant-se com un encert una entrada a aquest brag. Un
cop el subjecte feia una resposta es tancava la porta al su darrera i, si aqueda era correcta, se'l deixava
consumir el reforgador. Si entrava al mateix brag que a la carrera d’ elecci6 forgada, se'l deixava durant
deu segons al brag. En qualsewol cas, pogeriorment se’l tornava a la gabia d’ espera.

N 4

L’ adquisicio de I’ aprenentage d’ alternanca es dividia en tres fases successives:

a) Demora 10 segons: Interval entre carreresde 10 segons.

b) Demora 30 segons: Interval entre carreresde 30 segons.

C) Sortida Inversa: Interval entre carreres de 30 segonsi inici de la carrerade
[liure eleccid des del compartiment de sortida oposat a dela carrerad’ eleccié

forcada en un 50% dels assgjos.

A lesfasesa) i b) el subjecteiniciavatotesles carreres desdel mateix compartiment de sortida,
tant la d’ eleccié farcada com la de lliure eleccid (vegeu les figures 2.2,4 i 2.2,5). La Unica
diferenciaés que en € primer cas !’ interval entre carreres erade 10 segonsi en el segon de 30
segons. A lafasec), I’interval entre carreres era de 30 segons, pero a diferénciade lafase b),
el ssubjectesiniciavenlasegonacarreradesdel compartiment de sortidaoposat al delaprimera

carreraen 3 dels 6 assgjos de cada sessio (vegeu lesfigures 2.2,6 1 2.2,7 i el quadre 3).
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a QUADRE 3. PROCEDIMENT DELSASSAJOSDE SORTIDA INVERSA I)
Per mantenir la configuracié en T del laberint, s aprofitava |’ interval entre carreres per enretirar el bloc
que impedia I'entrada al sgon brag de sortida i bloqugar ara I'entrada al bra¢ de sortida usat a la
carrera d’elecci6 forgada. Es determinava préeviament a l'inici dela sessid quinstres assajos serien de
sortidainversa ala segona carrera (assajosinversos), procurant no fer més dedosassajosinversosseguits
i gque en aquests assajosno fos sempreel mateix brag el reforgat ala carrera de Iliure eleccio. }

At

Fig. 2.2,4: Assgjos no Inversos. Elecci6 forcada Fig. 2.2,5: Assajos no Inversos. Lliure eleccio

+ +
e
Fig. 2.26: AssajosInversos Elecci6 forgada Fig. 2.2,7: Assgjos Inversos. Lliure eleccio
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Tots els subjectes passaven per les tres fases de manera consecutiva. Per poder passar a la
segiient fasehavien d’ assolir uncriteri d’ aprenentatge queconsistiaenfer 5 eleccions correctes
sobre 6 assajos, durant dues sessions consecutives. Un cop asolit el criteri, laseglent sessio
esfelasegonslesnovesregles,i un cop s assoliael criteri alafase c), esdonava per finalitzada
I"adquisicié de I’ aprenentage. A cada assaig S anotava la resposta que feia el subjectea la
carrera de lliure eleccié (encert o error), aixi com el temps invertit en completar les dues
carreres. A lacarrera d’ eleccio forcada esdonava un maxim de 60 segons per respondre. Un
cop transcorreguts, si e subjecte no haviafet cap resposta, es donava per finditzat I’ assaig,

tornant I’animal alagabiad’ espera. A lacarrerade lliureeleccié aquest temps es reduiaa 30
segons, jaque estractavad’ unaprovade retencio. Com amaxim els subjectes podien realitzar

25 sessions d' adquisicio de I aprenentatge, en les quals havien de superar lesfases @), b) i c).

Fase Demora 10 seg Demora 30 seg Sortida Inversa
Numero de Variable Variable Variable
sessions (fins assolir criteri) (fins assolir criteri) (fins assolir criteri)
Assaj 0s per sessio 6 |I* 6 |I* 6
Tempsentre 10 segons 30 segons 30 segons
carreres
Brac de sortida 22 Igual que ala Igual que a la. Oposat
carrera carrera carrera (en un 50% dels assgjos)

Maxim 25 sessions

Fig. 2.2,8: Resum de I’ adquisici6 de I’ aprenentatge d’ alternanga

C. Retencié de I'aprenentatge d’alternanca

Un cop els subjectes havien assolit €l criteri d’ aprenentatge a la tercerafase de I’ adquisicio

descansaven durant 14 dies, durant els quals no rebien cap manipulecié experimental a
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excepcio de les necessaries per mantenir el seu pesal 85%ad lib. El dia 15 els subjectesfeien
unaunicasessio deretencio, que consistiaen sisassgjos d'iguals caracteristiques que elsdela
fase de Sortida Inversa de I’ adquisicio. Ni abans ni després d’ aquesta sessio de retencié cap
subjecte varebre tractament d’ AEIC.

B
s, .

Fig. 2.2,9: Rataal brag desortida del laberint en T. Aquesta fotografia correspon a una carrerad’ eleccio forgada,
jaque només esta oberta la porta d’ entrada a un dels bragos de resposta (el dret, situat al’ esquerrade laimatge).

En primer pla, el bloc de fusta que impedeix I’entrada al bra¢ de sortida op osat.

2.2.3.5. Tractament d’AEIC

Immediatament després de cada sessio d adquisicio, els subjectes del grup AEIC rebien un
tractament d’ AEIC de 2500 trens de corrent alalO de cadasubjecte. S enregistrava el temps
deduracié d’' aquestasessidi €l nUmero total derespostes realitzades. El's subjectes dels grups
Control (Control i C+DIO) eren situats a una gabia de Skinner com la usada pel tractament
d AEIC pero sense palanca. Aquesta gabia es trobava a costa de la de tractament, i els
subjectes control hi estaven mentre un subjecte del grup d AEIC rebiael tractament o durant

un periode de temps variable d’ entre 30 i 45 minuts, temps habitual de duracié d’ una sessio

165



Experiment 2: material i procediment

d AEIC de 2500 trens. Un cop finalitzat €l tractament, els subjectes eren retornats a les seves

gabies habitualsi estabulats fins ala seglient sessi6 d’ aprenentatge.

2.2.3.6. Histologia

Al final de I’ experiment es varealitzar I’andlisi histologica per verificar lalocalitzacio dels

electrodes d’ AEIC. Segons procediments estandard, es van seguir |es seglients fases:

a) Perfusio del sistemavascular i fixacié del teixit nervids

b) Extracci6 del cervell

c) Obtenci6 de seccions seriades del teixit nervids de 40um de gruix mitjancant un
criostat (Cryocut 1800, JUNG)

d) Tincio del teixit nervids mitjancant d metode de Violetade Cresil

€) Estudi de la localitzacié intracranial de les puntes terminas dels eléctrodes
d’ estimulacié en les diferents seccions mitjancant un negatoscopi i un aparell
amplificador (SONY, model SSC-C350P) i amb I'gut de I'atles estereotactic de
Paxinos i Watson (1997).

2.2.4. Analisi estadistica

Les dades van ser processades amb el paquet estadistic SPSS 10.0. L' adquisicidi retencié de
I’ aprenentatge d’ alternanca es va estudiar mitjancant analisi de la covariancia per a dades
mixtes, amb lavariable Grup com avariableindependent (3 categories=Control, Control+DI O,
AEIC), lesvariables Sessionsa Criterii Encertscom adependentsquantitatives ambmesures
repetides per ales diferentsfases del’ aprenentatge, sobre les que es podien realitzar contrasts
polinomics, Helmert i Differencei lavariable Exploracio com acovariable. Saorelavariable
independent es van estudiar els contrastsHelmert, Differencei Smple. LavariableSessionsa
Criteri va ser analitzada també amb I’ andlisi de la supervivencia (metode de Kaplan-Meier)

amb elscorresponents contrastslog-rank. L’ analisi delavarianciaper adissenysmixtosvaser
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utilitzat per estudiar laconductad’ AEIC i lalateralitzad 6 de laresposta. Per estudiar I’ fecte
d’ algunes variables, com variables d’ histologia o variables relacionades amb la conducta
d’ AEIC, en ocasions esvan usar provest de comparacié de mitjanes per a dadesindependents
i provesde ? per ales variables qualitatives. Per Ultim, les analisis de correlacions es van

realitzar amb lar de Pearson. El nivell de significacio estadisticaesvafixar a =0.05.

2.2.5. Resum del disseny experimental

FASE GRUP
EXPERIMENTAL Control C+DIO AEIC
Lliure Deambulacio 1 sessi6 de 1 hora de durada
Descans Entre 2i 6 dies
Estereotaxia Implantacio cronica d’ un electrodea HL
Descans 7 dies + manipulaci6
Inici restriccio de Dues sessons d’ adaptacio al reforgcador
menjar
Moldejament i DIO 1 Determinacio Intensitat Optima 1
DIO 2 Determinacio Intensitat Optima 2
DIO 3 --- Determinacio Intensitat Optima 3
Habituacio Entre 2 i 10 sessions
Adquisici6 aprenentatge Entre 7 i 25 sessions dividides en tres fases (demora 10 seg, demora 30 seg i
+ Sortida Inversa)
Tractament AEIC 2500 trens d’ AEIC
Descans 14 dies
Retencid 1 sessi6 tipus Sortida Inversa

Taula2.2,1: Resum del disseny de |’ experiment 2
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